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3ABSTRAKT
     Osový protein agrekanu má významný podíl na správnou funkci kloubní chrupavky. Jeho
nedostatek nebo strukturální porušení m?že být p???inou její nedostate?né funkce.
     Pro studium produkce agrekanu byla použita kultura chondrocyt? získaná z
vep?ové kloubní chrupavky. Jednovrstevná kultiva?ní metoda poskytuje modelový systém,
který umožnil sledovat produkci agrekanu do r?stového média. Syntéza agrekanu byla
v médiu stimulována p?ídavkem L-methioninu, L-serinu a seleni?itanu sodného pentahydrátu.
Methionin a serin jsou prekurzory sirné aminokyseliny cysteinu, jejíž role je pro správnou
funkci osového proteinu nezastupitelná. Zvýšený obsah cysteinu by mohl nasv???ovat
zvýšené produkci osového proteinu.
??stová média a chondrocyty byly po kyselé nebo oxidativní hydrolýze analyzovány
pomocí automatického analyzátoru aminokyselin. Analýzou bylo ur?eno aminokyselinové
zastoupení. Hlavní pozornost byla v?nována cysteinu. M?nící se koncentrace této
aminokyseliny nám ukazovala, zda jsou prekurzory v p?ídavku využity na její tvorbu a tedy
zda je možné t?mito prekurzory produkci osového proteinu stimulovat. Výsledky jsou
diskutovány v záv?ru práce.
Dalším krokem by m?lo být zjišt?ní koncentrace syntetizovaného agrekanu imunologickou
metodou. V sou?asné dob? je tato metoda finan??? velmi náro?ná, proto byla zvolena pro
první orienta?ní testy metoda stanovení produkce osového proteinu agrekanu pomocí vhodné
aminokyseliny.
ABSTRACT
Core  protein  of  aggrecan  has  a  significant  share  on  the  correct  function  of  articular
cartilage. Its lack or structural failure could be the reason for the disfunction of the cartilage.
The culture of chondrocytes taken from a pork articular cartilage was used for the study of
aggrecan production. The monolayer culture method offers the model system which has
enabled us to watch the aggrecan production into growth medium. The aggrecan synthesis
was stimulated in the media with addition of L-methionin, L-serin and sodium selenite
pentahydrate. Methionin and serin are antecedents of  sulphur amino acid of cysteine, whose
role is incredibly important for the correct function of core protein.
Growth media and chondrocytes were analysed with the help of the automatic amino acids
analyzer  unit  after  acid  or  oxidative  hydrolysis.  The  analyse  established  the  amino  acid
representation. The main attention was paid to cysteine. The changing concentrations of this
amino acid were showing if the antecedents in the addition are used for its production and,
therefore, if it is possible to stimulate the production of core protein with these antecedents.
The results are discussed in the conclusion of this thesis.
The next step should be the detection of the concentration of synthesized aggrecan by the
immunological method. Presently this method is very expensive. Therefore, the method of
setting the core protein of aggrecan with the help of suitable amino acid was used for the first
tests.
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81  ÚVOD
V dnešní dob? je onemocn?ním pohybového aparátu v?nována velká pozornost. Hlavním
??vodem je zjišt?ní, že tato onemocn?ní se již nevyskytují pouze u starší generace. Stále
?ast?ji se setkáváme s výskytem klinických p?íznak? u generace mladší. Mezi hlavní
problémy souvisejícími s pohybovým aparátem pat?í onemocn?ní nejvíce namáhaných kloub?
(kolenní, ky?elní).
Konce kostí tvo?ící kloub jsou kryty chrupavkou, která chrání kosti p?ed deformací a
zajiš?uje minimální t?ení p?i pohybu kloub?. Osteoartróza je nej?ast?jším onemocn?ním
kloub?, jehož p???inou je degenerace kloubní chrupavky, která souvisí p?edevším s její
nedostate?nou obnovou. Jedním ze základních projev? je snížení po?tu velkých agrekan?
(proteoglykan?) a následná ztráta ochranných elastických vlastností chrupavky [2].
Základem struktury chrupavky je vlákno kyseliny hyaluronové, ke které se pomocí
zvláštních spojovacích bílkovin p?ipojují osové proteiny. Tato struktura tvo?í základ a sama o
sob? ješt? není schopna tvo?it vyhovující stla?itelnou vrstvu, protože v sob? nedokáže udržet
pot?ebné množství vody. Tuto schopnost získává teprve po p?ipojení velkého množství
chondroitinsulfátu na osové proteiny. Vzniká prostorový  útvar s malými dutinkami, který v
sob? dokáže zadržovat kloubní tekutinu, je pevný, ohebný a s vynikajícími kluznými
vlastnostmi. Vysoký obsah kyseliny hyaluronové spolu s chondroitinsulfátem v chrupavce
??ispívají k její stla?itelnosti.
V sou?asnosti je problematika sacharidových složek chrupavky chondroitinsulfátu,
kyseliny hyaluronové a keratansulfátu pom?rn? dob?e prozkoumána a popsána v literatu?e.
Problematika osového proteinu je doposud nejasná, p?estože plní nenahraditelnou funkci
v chrupavce.
92  CÍL PRÁCE
Cílem diplomové práce bylo navrhnout a ov??it rychlou a pokud možno nenáro?nou
metodu pro stanovení produkce osového proteinu v tká?ové kultu?e chondrocyt?. Byly
sledovány následující parametry:
? Výb?r vhodné izola?ní metody chondrocyt?
? Optimalizace a zvládnutí kultivace chondrocyt?
? Sledování vlivu p?idaných látek na syntézu osového proteinu agrekanu
? Porovnání výsledk? u stimulovaných a nestimulovaných bun?k
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3 TEORETICKÁ ?ÁST
3.1 Chrupavka
Chrupavka je pojivová tká?, která se skládá z chondrocyt?, kolagenních a elastických
vláken a amorfní mezibun??né hmoty [4]. Tká? chrupavky je pevn? srostlá s vazivovým
obalem (perichondriem), které povléká chrupavku po celém obvodu krom? kloubních ploch a
míst p?echodu chrupavky v kost. Perichondrium je tvo?eno kolagenními vlákny s menším
obsahem elastických vláken, lymfatických a krevních cév a nerv?. Protože chrupavka
neobsahuje žádné krevní kapiláry ani nervová zakon?ení, je její výživa zajišt?na prostou
difúzí a imbibicí z perichondria [1].
Z hlediska chemické stavby tvo?í chrupavku p?ibližn? 60 % voda a asi 40% modifikované
bílkoviny. Z bílkovin p?ipadá 60 % na kolagen a 40 % na proteoglykany  (PG) [4].
Z biomechanického pohledu je chrupavka velmi heterogenní sm?s, z ?ehož vyplývají i její
vlastnosti. Maximální pevnost v tahu dosahuje u chrupavek hodnot, které odpovídají pouze
asi 5 % pevnosti kosti. Pružnost chrupavky je závislá na obsahu vody (hydrataci) [4]. Nelze ji
proto obecn?ji stanovit. Chrupavka se chová jako porézní materiál, nap?. jako houba. Stejn?
jako v houb?, je i v základní hmot? chrupavky vázána voda voln? [4]. Je pro ni také typická
nízká koncentrace kyslíku a anaerobní metabolismus. Glukóza pot?ebná pro metabolismus
bun?k je využívána cestou anaerobní glykolýzy. Pomalý metabolismus je p???inou nižší
regenera?ní rychlosti chrupavky [2].
Podle morfologických znak?, kvality vláken a vzájemných vztah? složky fibrilární a
amorfní mezibun??né hmoty se rozeznávají t?i základní druhy chrupavkové tkán?: chrupavka
hyalinní,  elastická  a  vazivová  [1].  Diplomová  práce  se  bude  zam??ovat  na  problematiku
spojenou s kloubní (hyalinní) chrupavkou.
3.1.1 Elastická chrupavka
Obsahuje v mezibun??né hmot? v?tší zastoupení elastických vláken. V ?erstvém stavu má
žluté zabarvení. Tvo?í podklad ušního boltce a Eustachovy trubice, n?kterých chrupavek
laryngu (hrtan) a n?kdy i malých bronch? (pr?duška). Je velmi ohebná a elastická. Na rozdíl
od hyalinní chrupavky jsou chondrocyty rovnom?rn? rozptýleny [1].
3.1.2 Vazivová chrupavka
V mezibun??né hmot? p?evažují silná kolagenní vlákna. Je obsažena p?edevším
v meziobratlových ploténkách a tvo?í zvláštní druh pevného spojení dvou kostí, tzv. sponu.
Vazivová chrupavka nemá perichondrium [1].
3.1.3 Chrupavka hyalinní ( kloubní)
Kloubní chrupavka je nejrozší?en?jším typem chrupavky v t?le. Touto chrupavkou je
??hem vývoje tvo?en celý chrupav?it? preformovaný skelet. V dosp?losti se tento typ tkán?
vyskytuje jako chrupavka kloubní, žeberní, tvo?í skelet hrtanu, pr?dušnice a vytvá?í ?ást
podkladu nosu [4]. Hlavní funkci má práv? kloubní chrupavka, která kryje a dotvá?í tvar
kloubních hlavic a jamek. Kloubní chrupavka je velmi trvanlivou a odolnou tkání, která je
schopna dlouhodob? odolávat cyklickému zatížení, snáší vysoký konstantní tlak a p?itom
svoji funkci plní uspokojiv? b?hem p?evážné ?ásti života [2]. Chrupavka je relativn? tvrdá,
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hladká a k?ehká [4]. V ?erstvém stavu má mlé?ný vzhled, je lehce namodralá a v tenké vrstv?
pr?svitná [1].
3.1.3.1 Chondrocyty - bu?ky chrupavky
Chondrocyty jsou bu?ky, které jsou za normálních okolností jediným typem bun?k
chrupavky. Vznikají z nediferencovaných bun?k mezenchymu. Jsou zodpov?dné za syntézu a
udržování stability vnit?ního prost?edí mezibun??né hmoty (extracelulární matrix) [2]. Tvo?í
mén? než 10 % hmotnosti vlastní chrupavky [2]. Bu?ky jsou samostatné jednotky a fungují
nezávisle na sob? [5].
Tvar bun?k chrupavky závisí na jejich lokalizaci. Pod vazivovým pouzdrem mají
??etenovitý tvar, který se p?i p?echodu do hlubších vrstev m?ní na kulovitý až polokulovitý.
Chondrocyty jsou uloženy v hladkost?nných dutinkách (lakunách) v základní hmot?. Jádro
chondrocyt? je kulaté ?i oválné s jedním nebo více nukleony. V blízkosti jádra se nachází
centrosom a dob?e vyvinutý Golgiho komplex, jehož velikost závisí na funk?ním stavu bu?ky
a ve kterém probíhá syntéza kyselých glykosaminoglykan? a jejich sulfonace. Dále obsahují
malé mitochondrie a granulární endoplazmatické retikulum, v n?mž se syntetizuje proteinová
složka, ta se váže na polysacharidové jednotky a vytvá?í proteoglykany a  ?etné tukové a
glykogenové kapénky [1].
3.1.3.2 Vznik a uspo?ádání  hyalinní chrupavky
Hyalinní chrupavka vzniká z mezenchymu, jehož hv?zdicovité bu?ky  se m?ní na bu?ky
chrupavky-chondrocyty. U vytvo?ené mladé chrupavky jsou v extracelulární matrix
roztroušeny samostatné chondrocyty. Matrix se kolem bun?k zahuš?uje v pouzdro, v n?mž je
bu?ka uzav?ena v hladkost?nné kom?rce (lakuna). V pr???hu dalšího vývoje dochází
k množení mladých chondrocyt?, které však z?stávají seskupeny v malých shlucích a
vytvá?ejí kolem skupin nová pouzdra a novou mezibun??nou hmotu. Takto vzniklé skupiny
nazýváme izogenetické, protože vznikly d?lením p?vodních bun?k. Po?et chondrocyt? ve
skupin? se pohybuje od 2 do 8. Oblasti mezibun??né hmoty vytvo?ené chondrocyty ur?ité
izogenetické skupiny splývají do v?tších okrsk?. Takovéto skupiny chondrocyt?, uložené
v samostatných lakunách, spolu s oblastmi mezibun??né hmoty v blízkém okolí, se ozna?ují
jako teritoria nebo chondrony [1].
3.1.3.3 Vrstvy kloubní chrupavky
Kloubní chrupavku m?že rozd?lit na 4 základní zóny (vrstvy) (obrázek 1):
1. první (povrchová) zóna
2. druhá (p?echodná) zóna
3. ??etí (radiální) zóna
4. ?tvrtá zóna – zóna kalcifikované chrupavky (mineralizovaná zóna)
Každá zóna chrupavky má rozdílný morfologický vzhled, jednotlivé zóny nejsou ost?e
ohrani?eny a vzájemn? se prolínají. Bu?ky v jednotlivých zónách se neliší jen tvarem,
velikostí a orientací ke kloubnímu povrchu, ale i metabolickou aktivitou [2].
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? Povrchová zóna
Povrch této vrstvy je krytý ochranným filmem z jemných fibril hmotnostn? menších
polysacharid?, které eliminují p?ímý kontakt chondrocyt? s kloubním povrchem [2]. Tvo?í
10-20 % celkové tlouš?ky chrupavky [6]. Pod touto vrstvou se nacházejí ploché, elipsoidní
chondrocyty položené rovnob?žn? s kloubním povrchem [4]. Tyto bu?ky produkují matrix
bohatou na kolagen a chudou na proteoglykany. Kolagenní fibrily jsou malé ve srovnání
s ostatními zónami [6] a jsou orientované rovnob?žn? s kloubním povrchem, ?ímž se zvyšuje
odolnost a pevnost této zóny p?edevším v tahu. Hladká vrstva polysacharid? na povrchu a
lubrika?ní efekt synoviální tekutiny zabezpe?ují snížení t?ecích sil [2].
? ??echodná zóna
Tvo?í 40-60 % tlouš?ky chrupavky [6]. Bu?ky p?echodné zóny mají kulový tvar,
obsahující velké množství syntetických organel, endoplasmatického retikula a dob?e vyvinutý
Golgiho komplex. Kolagenní vlákna v této zón? jsou velkých rozm??? a jsou orientována
tangenciáln? k povrchu. Matrix vlastní zvýšený obsah proteoglykan? sdružených do r?zných
prostorových komplex? (agregát?) [2].
? Radiální zóna
Pro tuto vrstvu jsou  typické v?tší, kulovité bu?ky, které jsou obsaženy v menším po?tu
než v zón? p?echodné [6]. Produkují dlouhé kolagenní fibrily, které jsou orientovány radiáln?
ke kloubnímu povrchu. Jsou zde vysoké koncentrace proteoglykan?, nejvyšší koncentrace
agrekanu a nízký obsah dekorinu, biglykanu a vody.
? Zóna kalcifikované chrupavky
Tato zóna navazuje na subchondrální kost, je ?áste??? kalcifikována, chondrocyty mají
malý objem a obsahují jen málo syntetických granul, endoplasmatického retikula a Golgiho
membrán. Aktivita chondrocyt? lokalizovaných v této zón? je snížená.
Na schopnosti chrupavky odolávat kompresním silám a zát?žím p?i dopadu se podílí
nejvíce p?echodná a radiální vrstva chrupavky [2].
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Obrázek 1  Zóny kloubní chrupavky ( distribuce kolagenních vláken ) [8]
3.2 Mezibun??ná hmota
Mezibun??ná hmota (extracelulární matrix – ECM) je produkována bu?kami chrupavky-
chondrocyty (chondroblasty). Skládá se ze složky fibrilární a složky amorfní. Amorfní složka
je chemicky tvo?ena proteoglykany, glykosaminoglykany (typu chondroitinsulfát,
keratansulfát) a glykoproteiny [1]. Proteoglykany jsou složeny z glykosaminoglykan?
navázaných na bílkovinné jádro. Fibrilární složka obsahuje strukturální proteiny kolagen a
elastin [3].
Mezibun??ná hmota díky svému složení umož?uje chrupavce dosáhnout pot?ebnou
pevnost a pružnost a umož?uje ji odolávat mechanickému namáhání bez trvalé deformace [2].
3.2.1 Fibrilární složka ECM
Základní a nejd?ležit?jší fibrilární složkou ECM je kolagen.
3.2.1.1 Kolagen
Kolagen je hlavní složkou v?tšiny pojivových tkání a p?estavuje zhruba 25 % všech
bílkovin v organismu savc?. Jako extracelulární protein je uspo?ádán do nerozpustných
vláken, která mají velkou pevnost v tahu [9]. Ve tkáních savc? bylo identifikováno více než
12 r?zných typ? kolagenu [3]. Kolagen tvo?í až 2/3 sušiny kloubní chrupavky [10] a je
zastoupen více druhy kolagenu (ozna?ované jako kolagen II, V, VI, IX, X, XI). Obsahov? je
nejvíce zastoupen kolagen typu II (více než 80 %) [2].
3.2.1.1.1  Složení a tvorba kolagenních vláken
Všechny typy kolagenu mají strukturu trojité šroubovice. Polypeptidová podjednotka se
nazývá alfa ?et?zec a je sto?ená do levoto?ivé spirály [3].  Na jeden závit ?et?zce p?ipadají t?i
aminokyseliny. T?i alfa ?et?zce jsou vzájemn? sto?eny do pravoto?ivé superšroubovice, která
vytvá?í ty?inkovitou molekulu tzv.tropokolagen [1] o pr???ru 1,4 nm a dlouhou p?ibližn? 300
nm [3]. Všechny kolageny obsahují r?zné množství glycinu (gly), prolinu (pro),
hydroxyprolinu a hydroxylysinu [1]. Zejména první dv? jmenované aminokyseliny jsou velmi
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??ležité, protože se podílejí na formaci a udržení struktury trojité šroubovice [11]. Každé t?etí
místo alfa ?et?zce je tvo?eno vždy glycinem [9]. Tato primární struktura je nezbytná, protože
glycin je jedinou aminokyselinou [3], jejíž molekula se prostorov? dokáže vm?stnat do
centrálního jádra trojité šroubovice [9]. Proto je opakující se sekvence (gly-X-Y)n absolutní
požadavek pro vznik trojité šroubovice [3]. X a Y mohou být r?zné aminokyseliny, ale X je
obvykle prolin a Y hydroxyprolin nebo hydroxylysin [11].
Vlákno kolagenu je sestavováno podélným p?ikládáním tropokolagen?. Každá jednotka je
podéln? posunuta v??i jednotce sousední o 1/4 svojí délky [3]. Tato skute?nost zp?sobuje, že
se kolagenní vlákna jeví jako p????? pruhovaná (obrázek 2) [1].
Syntéza a tvorba kolagenu probíhá jak uvnit? bu?ky tak mimo ni [1]. Protože je kolagen
bílkovina, je jako ostatní proteiny syntetisována na ribosomech ve form? prekurzoru-
preprokolagenu, obsahujícího vedoucí sekvenci, která ho zavádí do endoplasmatického
retikula [3]. Zde dochází k odšt?pení vedoucí sekvence, k hydroxylaci prolinu a lysinu [1] a
ke glykosylaci hydroxylysinu v molekule prokolagenu-trojšroubovice. Na konce peptid? jsou
navázány tzv.extensní peptidy a molekula je prost?ednictvím Golgiho aparátu transportována
ven z bu?ky [3]. Zde jsou pomocí peptidáz uvoln?ny extensní peptidy a tím dochází
k p?em??? prokolagenu na nerozpustný tropokolagen [1]. Ten se spontánn? skládá
v kolagenní vlákno [3].
Obrázek 2  Syntéza kolagenního vlákna [8]
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3.2.2 Amorfní složka ECM
V této ?ásti se budeme podrobn? v?novat stavb? a funkci proteoglykan?, p???emž tyto jsou
tvo?eny glykosaminoglykany (GAG) a osovými proteiny. Dále jsou zde glykoproteiny a
kyselina  hyalurunová  (HK),  která  se  ?adí  mezi  GAG.  Tyto  t?i  molekuly  tvo?í  dohromady
proteoglykanové agregáty.
3.2.2.1 Glykosaminoglykany
GAG jsou nerozv?tvené polysacharidy, vytvo?ené z opakujících se disacharid?. Tato
skupina látek se nazývá glykosaminocukry, protože jednou složkou disacharidu je vždy
aminocukr a to D-glukosamin (GlcNAc) nebo D-galaktosamin (GalNAc), které jsou ve
??tšin? p?ípad? sulfonované. Druhou složkou disacharidu je uronová kyselina, bu? kyselina
L-glukuronová (GlcUA) nebo její 5-epimer kyselina L-iduronová (IdUA). Protože je v jejich
molekulách hodn? sulfátových a karboxylových skupin, jsou GAG siln? negativn? nabity.
Díky tomuto negativnímu náboji jsou p?itahovány kationty, které zp?sobují, že je v matrix
siln? elektrostaticky vázaná voda. Tím se vytvá?í rozpínající tlak, který umož?uje matrix
odolávat vn?jším tlakovým silám [11]. Existuje nejmén? 7 typ? glykosaminoglykan?, z nichž
nezastupitelnou roli mají kyselina hyaluronová (HK), chondroitin-4-sulfát , chondroitin-6-
sulfát (CS) a keratansulfát (KS). V menší hojnosti se vyskytuje dermatansulfát (DS), který je
sou?ástí mén? vyskytujících se proteoglykan?, ale také velmi d?ležitých pro strukturu ECM.
Uvedené glykosaminoglykany se navzájem liší strukturou, p?ítomným aminocukrem,
??ítomnou uronovou kyselinou, vazbou mezi t?mito dv?ma složkami, délkou ?et?zce,
??ítomností nebo absencí sulfátu a jejich pozicí, vlastnostmi osových protein?, na které jsou
vázány, typem vazby na osový protein a biologickou funkcí [3].
3.2.2.1.1  Kyselina hyaluronová
Hyaluronová kyselina je nejjednodušším typem glykosaminoglykanu. Skládá se
z pravideln? se opakujících disacharidových jednotek [11] tvo?ených GlcUA a GlcNAc, mezi
nimiž jsou vazby ?-1,3 a ?-1,4 (obrázek 3) [3]. Její ?et?zec dosahuje délky až 25 000 t?chto
disacharidových jednotek a jako u jediného glykosaminoglykanu nejsou cukry sulfatované
[11]. Hyaluronová kyselina se n?kterými svými vlastnostmi významn? odlišuje od ostatních
GAG a to jí vymezuje zcela originální funkci v organismu. Její molekula neobsahuje
sulfátové skupiny, má významn? odlišnou délku ?et?zce a syntéza probíhá v plasmatické
membrán?, odkud je ihned vznikající ?et?zec vypuzován do mezibun??ného prostoru a
obklopuje chondrocyty [13].
Hyaluronová kyselina se m?že vyskytovat volná nebo nekovalentn? vázaná
v proteoglykanových agregátech (PGA). Je pravd?podobné, že se tyto agregáty za?ínají
formovat v pericelulární matrix (bezprost?ední okolí bu?ky), protože tam je HK p?ítomna ve
velkém množství. Mechanismus, kterým se PGA poté uvol?uje z tohoto prost?edí a putuje do
vzdálen?jších míst extracelulárního matrix není jasný [13]. Na rozdíl od ostatních GAG
neexistuje žádný d?kaz o vazb? hyaluronové kyseliny na bílkovinu. Volná se vyskytuje
hlavn? v synoviální tekutin?, která vypl?uje kloubní št?rbinu a nekovalentn? vázaná v PGA
v kloubní chrupavce [3]. S v?kem dochází k poklesu délky ?et?zce, ale zárove? ke zvýšení
množství hyaluronové kyseliny [13].
Volná hyaluronová kyselina je odpov?dná za jistou pohyblivost chondrocyt? v ECM a byl
vysloven i p?edpoklad, že volná HK z?ejm? hraje významnou roli p?i uvol?ování bun?k
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s porušenou zp?tnou kontrolou d?lení (rakovinných bun?k) a jejich následnému rozši?ování
krevním ???išt?m do jiných ?ástí t?la (metastázování) [3].
Obrázek 3 Disacharidová jednotka kyseliny hyaluronové [9]
3.2.2.1.2  Chondroitinsulfáty
V chrupavce rozlišujeme dva typy chondroitinsulfátu, které se liší pouze v poloze sulfátu
na disacharidové jednotce, a to chondroitin-4-sulfát (obrázek 4) a chondroitin-6-sulfát
(obrázek 5). Disacharid je tvo?en podobn? jako u hyaluronové kyseliny GlcUA, ale GlcNAc
je nahrazen GalNAc. Práv? GalNAc je substituován bu? v pozici 4 nebo 6. GlcUA a GalNAc
jsou vázány vazbou ?-1,3 a disacharidy mezi sebou vazbou ?-1,4. Jeden ?et?zec obsahuje asi
40 disacharid? a jeho molekulová hmotnost je asi  20 000 [3].
Obrázek 4  Disacharidová jednotka chondroitin-4-sulfát [9]
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Obrázek 5  Disacharidová jednotka chondroitinu-6-sulfát [9]
 3.2.2.1.3  Keratansulfát
Je tvo?en opakujícími se disacharidovými jednotkami galaktózy (Gal) a GlcNAc. Zbytky
GlcNAc a p?íležitostn? i Gal obsahují sulfát vázaný v poloze 6. Vzájemn? jsou spojeny ?-1,3
vazbou a disacharidy ?-1,4 glykosidickou vazbou (obrázek 6) [3].
Obrázek 6  Disacharidová jednotka keratansulfátu [9]
3.2.2.2 Glykoproteiny
Jsou to bílkoviny, které mají na centrální bílkovinný ?et?zec navázány ?et?zce
oligosacharid?. Váhový podíl cukru v molekule se m?ní od 1 % do více než 85 %. Podle typu
vazby mezi peptidovým a oligosacharidovým ?et?zcem mohou být glykoproteiny rozd?leny
do 4 hlavních t?íd: 1) glykoproteiny obsahující vazbu Serin (Ser) nebo Threonin (Thr)-
GalNAc; 2) proteoglykany obsahující vazbu Ser-Xyl; 3) kolageny, u nichž je cukr vázán na
hydroxylysin (Hyl)-Gal; 4) glykoproteiny obsahující vazbu Asn (Asparagin)-GlcNAc. T?ídy
1, 2 a 3 jsou p?ipojeny k odpovídající aminokyselin? O-glykosidickou vazbou a t?ída 4 N-
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glykosidickou vazbou. Glykosylace na proteinový ?et?zec probíhá v endoplasmatickém
retikulu a Golgiho aparátu [3].
3.2.2.2.1  Proteoglykany
Obecn? jsou proteoglykany (PG) bílkoviny, na které jsou kovalentn? vázány GAG [3].
Bílkovinná ?ást proteoglykanu se nazývá osový protein [11]. Proteoglykany se liší podle
složení a délky osového proteinu a podle typ? GAG na n?ho navázaných. V kloubní
chrupavce je nejvíce zastoupen PG agrekan, který je vázán dohromady s hyaluronovou
kyselinou a malým glykoproteinem, tzv. spojovacím proteinem do proteoglykanových
agregát? (PGA) [15]. Složení a strukturu PGA si ukážeme níže. Mezi další významné PG se
?adí malé proteoglykany bohaté na leucin (Small leucine-rich proteoglycans-SLRPs) [13]. Ve
své diplomové práci jsem se zam??il na osový protein agrekanu, p?edevším na vytipování a
ov??ení orienta?ní metody stanovení jeho produkce chondrocyty p?stovanými ve tká?ové
kultu?e.
3.2.2.2.1.1  Agrekan
Je to základní proteoglykan v kloubní chrupavce [13] o molekulové hmotnosti asi 230 kDa
[12].   Jeho  osový  protein  se  skládá  ze  t?í  globulárních  domén,  G1,  G2  a  G3.  Globulární
domény jsou ?ásti osového proteinu vytvá?ející sférické útvary a rozd?lují bílkovinu na r?zné
?ásti [28]. Každá z t?chto domén obsahuje zbytky cysteinu, který se podílí na tvo?ení
disulfidických vazeb [12]. Rozlišujeme ješt? t?i další domény tzv.meziglobulární, které se
nacházejí, jak už jejich název napovídá, mezi globulárními doménami. Mezi G1 a G2 se
nachází krátká meziglobulární doména (IGD) a domény G2 a G3 jsou odd?leny dlouhou
oblastí, na kterou se vážou GAG. Tato oblast je rozd?lena na dv? sousedící meziglobulární
domény, a to podle typu vázaného glykosaminoglykanu na KS vazebnou meziglobulární
doménu a na CS vazebnou meziglobulární doménu (obrázek 7) [12]. V p?íloze je ukázáno
aminokyselinové složení osového proteinu agrekanu. Jedná se vlastn? o primární strukturu
bílkoviny, což znamená po?adí aminokyselin (p?íloha 1).
G1 doména je sou?ástí N-konce osového proteinu [13], ?asto ozna?ovaného jako HK-
spojovací oblast (HABR) [15]. Doména obsahuje t?i funk?ní smy?kovité poddomény
ozna?ované A, B1 a B2 [12]. Poddoména A má podobnou strukturu jako imunoglobulin a je
zodpov?dná za vazbu na spojovací protein, kdežto poddomény typu B jsou zodpov?dné za
vazbu agrekanu na hyaluronovou kyselinu.
Doména G2 je složena z dvou poddomén typu B [13], ale nepodílí se na vazb?
s hyaluronovou kyselinou navzdory jejich podobnosti s doménou G1 [15]. Jejich funkce je
doposud nejasná [13], ale  p?edpokládá se, že N-glykosidicky vázané oligosacharidy na G2
naruší správné složení tohoto regionu a tím brání vazb? na hyaluronovou kyselinu. Její další
možnou funkcí je zabrán?ní sekreci agrekanu d?íve, než dojde k úprav? GAG v Golgiho
aparátu. Jak se ukázalo, tak tuto funkci mají spole?nou i s doménou G1.
Meziglobulární doména (IGD) je krátká oblast osového proteinu mezi doménami G1 a G2
s konstantní délkou asi 25 nm a nehybnou strukturou. Na tuto oblast byl soust?ed?n intenzivní
výzkum z d?vodu její citlivosti na proteolytické št?pení. Tyto procesy byly pozorovány jak
??i pokusech na experimentálních systémech, tak p?i degenerativních onemocn?ních kloubní
chrupavky. Takto náchylná místa jsou velmi významná, protože vedou k odd?lování a
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následné ztrát? region? schopných vázat chondroitinsulfát a to zp?sobí zm?ny ve vlastnostech
chrupavky.
Region mezi doménami G2 a G3, které vážou glykosaminoglykany, vytvá?í hlavní
charakteristický rys agrekanu a tyto úseky tvo?í až 80% molekulové hmotnosti proteinu [15].
Tento úsek proteinu je složený ze dvou meziglobulárních domén, které vážou keratansulfát
(KS) a chondroitinsulfát (CS), p???emž meziglobulární doména vázací CS se rozd?luje na dv?
poddomény CS1 a CS2 [13]. Doména, která váže keratansulfát je umíst?na t?sn? vedle G2 a
na ní je p?ipojeno asi 30 ?et?zc? tohoto glykosaminoglykanu. Doména je složena z
opakujících se sekvencí hexapeptid?, které jsou u ?lov?ka tvo?eny Glu-Glu/Lys-Trp-Phe-Pro-
Ser. Glykosaminoglykan je vázán vždy na serin. Po?et t?chto sekcencí se pohybuje od 4-23 a
liší se podle druhu organismu. Keratansulfáty jsou vázány p?es O- a N-glykosidickou vazbu
na G1, IGD a G2. Molekula prolinu, která se ?asto opakuje v sekvencích, zap?????uje mírnou
schopnost interagovat s kolagenními vlákny a m?že napomáhat skládání proteoglykanových
agregát? [15]. Sousedící CS vázací doménu m?žeme rozd?lit na dv? poddomény CS1 a CS2
[13]. Tento region je nezbytný proto, aby agrekan mohl vykonávat svoji hlavní funkci, a to
udržení hydratace chrupavky [15]. CS1 oblast leží vedle  KS domény a CS2 je hned vedle G3
domény na C-konci osového proteinu [12]. Ob? poddomény jsou tvo?eny opakujícími se
sekvencemi aminokyselin, a to Ser-Gly-X-Gly nebo (Asp/Glu)-X-Ser-Gly, které jsou
rozprost?eny po celé délce CS oblasti. Ty slouží jako místa, kde se na serin navážou ?et?zce
chondroitinsulfát?. Ne všechny místa jsou využita, ale obvykle je navázáno asi 100 CS
?et?zc?, z nichž každý má 40-50 disacharidických jednotek.. Tyto dv? poddomény p?ispívají
asi 8 000-10 000 negativn? nabitými skupinami, které zap?????ují vysoký stupe? hydratace a
je nezbytná pro schopnost chrupavky zadržovat vodu [15].
Na C-konci osového proteinu se nachází poslední lobulární doména ozna?ovaná G3.
Obsahuje ?ty?i r?zn? odlišné strukturální poddomény nezbytné pro normální posttransla?ní
zpracování osového proteinu a následnou sekreci mimo bu?ku [13]. Jsou to dv? poddomény,
které se podobají epidermálnímu r?stovému faktoru EGF1 a EGF2, dále cukry rozpoznávací
poddoména (CRD) a speciální poddoménu (SCR), což je vlastn? krátký dopl?ující regula?ní
protein. Individuální funkce jednotlivých poddomén nejsou doposud známé, ale jsou velmi
ochotn? odd?leny z molekuly agrekanu brzo po syntéze a po?et molekul s nedot?enou G3
doménou klesá s v?kem [15].
Problémy tohoto charakteru byly detailn? popsány v ?lánku J. Dudhia, který se zam??il na
stanovení množství nedot?eného agrekanu a jejich artefakt? chudších o G3 doménu. Zjistil, že
v mladé chrupavce, kde je ješt? rychlá obnova agrekanu, je nedot?ených protein? hodn?. Ale
s v?kem, kdy obnova rapidn? klesá, se významn? zvyšuje podíl protein? bez G3 domény [16].
Protože agrekan plní velmi d?ležitou funkci v chrupavce, je d?ležité, aby byl po sekreci
z bu?ky ven distribuován do vzdálených míst extracelulární matrix. Touto problematikou se
zabýval Ch. J. Handley, když nechal na chrupav?itý explantát p?sobit kyselinu retinovou a
sledoval zm?ny v distribuci agrekanu. Pokud nebyla kultura vystavena kyselin?, tak se nov?
syntetizovaný agrekan zdržoval v chondronové oblasti a pericelulární matrix. P?sobením
kyseliny retinové došlo k velké ztrát? agrekanu z tkán? a redistribuci agrekanu sídlícího práv?
v chondronové oblasti a pericelulární matrix do vzdálených míst tkán? [26]. Tato práce
ukázala, že je velmi d?ležitá organizace a struktura chondronové oblasti a pericelulární matrix
pro distribuci ?erstv? syntetizovaného agrekanu.
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Obrázek 7  Struktura agrekanu [15]
3.2.2.2.1.2  Malé proteoglykany bohaté na leucin (SLRP)
Tuto skupinu proteoglykan? m?žeme rozd?lit do t?í skupin podle genového uspo?ádání,
po?tu opakujících se leucinových jednotek a na typu GAG vázaném na protein [13]. Do první
skupiny ?adíme dva glykoproteidy, a to dekorin a biglykan. Druhá skupina zahrnuje
fibromodulin, lumikan a protein ozna?ovaný jako PRELP. T?etí skupinu tvo?í pouze jeden
glykoprotein epiphycan [12].
Dekorin a biglykan jsou klasifikováný jako dermatan sulfátové proteoglykany a
fibromodulin a lumikan jako keratan sulfátové proteoglykany. V dosp?lé chrupavce je dekorin
??ítomen v intersticiální matrix, kdežto biglykan v matrix pericelulární. SLRP mají N-
vazebné oligosacharidy p?ichycené v místech bohatých na leucin. V p?ípadech fibromodulinu
a lumikanu jsou tyto místa upraveny pro keratansulfát. Dekorin a biglykan mají vazebná místa
pro CS nebo DS na krajích aminokonc? jejich osových protein?. Ve v?tšin? pojivových tkání,
mezi n?ž pat?í i chrupavka, je chondroitinsulfát nahrazen dermatansulfátem [13].
Funkce záleží na jejich osových proteinech a na glykosaminoglykanech na nich vázaných.
Osový protein jim dovoluje interagovat s kolagenními vlákny a formovat tak strukturu tkán?.
Pomáhají regulovat pr???r kolagenních vláken b?hem jejich formování a také interakce
vlákno-vlákno v ECM. Podílí se na chrán?ní vláken p?ed p?sobením kolagenás a p?ed
proteolytickým poškozením. Zatímco interakce decorinu, fibromodulinu a lumikanu jsou
všeobecn? jasné, u biglykanu tomu tak není. V in vitro pokusech vazba záležela na
podmínkách prost?edí. Byly pozorovány i interakce s jinými makromolekulami, jako
nap?.kolageny r?zných typ?, fibronektin, elastin a r?stové faktory [13].
Úrove? syntézy SLRP se liší s v?kem a m?že být ovlivn?na r?stovými faktory. Zatím co
??esný následek zm?n množství SLRP v závislosti na v?ku je nejasný, z?ejmé je, že jejich
vy?erpání má vliv na vlastnosti tkán? [13].
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3.2.2.2.2  Spojovací protein
Jeho struktura je analogická s G1 doménou agrekanu a skládá se z poddomén A, B1 a B2.
A poddoménma je zodpov?dná za interakci s G1 regionem agrekanu, kdežto B poddomény se
podílí na vazb? s hyaluronovou kyselinou. V lidské chrupavce existují dv? molekulární formy
spojovacího proteinu (LP) ozna?ovány jako LP1 a LP2, které se liší p?ítomností dvou nebo
jednoho N-vázaného oligosacharidu, p?esn?ji N-vazebných region?. U t?chto protein? m?že
dojít mezi dv?ma oligosaridovými ?et?zci k proteolytické modifikaci, a to m?že vést k tvorb?
produktu LP3. Pokud je spojovací protein p?ítomný v PGA, tak práv? toto místo je jediné, kde
??že p?sobit v?tšina proteáz. Další enzymové úpravy mohou dále probíhat v A domén?, a
tím se tvo?í LP fragmenty. V proteoglykanových agregátech protein plní n?kolik d?ležitých
funkcí. Je schopný integrovat se s hyaluronovou kyselinou a G1 doménou agrekanu,
stabilizovat proteoglykanový agregát a ochránit ho p?ed disociací. Podílí se na jevu
ozna?ovaném ?zpožd?ná agregace?, jež je pozorován u ?erstv? syntetizovaného agrekanu,
který má malou schopnost interagovat s hyaluronovou kyselinou a vyžaduje konforma?ní
zm?nu G1 domény prost?ednictvím LP. Tím se podpo?í formování agregát?. D?ležitou funkcí
je i jeho schopnost podílet se na tvorb? proteinového kabátku, který kryje hyaluronovou
kyselinu. Tento kabát pomáhá chránit hyaluronovou kyselinu p?ed nežádoucími zm?nami
zp?sobenými hyaluronásami a volnými radikály [13].
3.2.2.3 Proteoglykanový agregát
Molekuly agrekanu neexistují v extracelulární matrix (ECM) samostatn?, ale vázané
v proteoglykanových agregátech (PGA). Každý agregát je složený z centrálního vlákna HK,
ze kterého vychází asi 100 molekul agrekanu a každá tato interakce je stabilizovaná
spojovacím proteinem (obrázek 8) [13]. Takové uskupení umož?uje tvorbu
supramolekulárních struktur. Proces tvorby je d?kladn?? ?ízen chondrocyty a vyžaduje i
??ítomnost dalších protein?. Protože hyaluronová kyselina je syntetizovaná na bun??ném
povrchu a okamžit? vytla?ena do pericelulárního prostoru, je pravd?podobné, že skládání
proteoglykanových agregát? za?íná na povrchu bu?ky nebo t?sn? u n?ho. Aby se HK udržela
u povrchu je pot?eba n?jaký úchytný mechanismus, který je zde tvo?en povrchovým
receptorem ozna?ovaným CD44. Agrekan se p?ipojuje na hyaluronovou kyselinu velmi brzy
po sekreci a z?stává v pericelulární oblasti. Mohou zde být p?ítomny i spojovací proteiny,
které regulují vyrovnávání agrekanu podél vlákna HK a stabilizují hust? v?tvený agrekan.
Tento typ formování agregátu m?žeme použít u plodové, nedosp?lé a dosp?lé fáze tvorby
agregát?, ale v období stá?í dochází k menší syntéze LP a tudíž jsou agregáty m???
uspo?ádány. Ne všechen agrekan je ihned po syntéze vázán na HK v d?sledku zpožd?ného
za?len?ní do PGA. To zp?sobuje, že agrekan m?že putovat i do vzdálených oblastí
extracelulární matrix, kde m?že také  tvo?it PGA [15].
Je mnoho d?kaz?, že agrekan a proteoglykanové agregáty mohou vytvá?et vazby s jinými
nekolagenními proteiny ECM a tím umož?ují tvorbu agregátových sítí. V?tšina z t?chto
reakcí je zprost?edkovaná p?es G3 doménu a zahrnuje fibulin-1 a fibulin-2, které p?sobí jako
nekovalentní ligandy pro vazbu s CRD poddoménou. Tyto molekuly se mohou vázat sami
mezi sebou a tím umož?ují formování p?emost?ní mezi sousedícími agrekanovými
molekulami a tím p?ispívají k organizaci agregát?. Tato funkce je pravd?podobn? víc d?ležitá
??hem r?stu a dozrávání chrupavky, kdy je p?ítomnost fibulin? významn? v?tší pro tvorbu
????ných vazeb sítí agregát?. Podobné p???né vazby mezi sít?mi nastávají p?es nekovalentní
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asociaci mezi CRD poddoménou a glykoproteidy tenacin-C a tenacin-R. P?ímá interakce mezi
kolagenem II a agrekanem m?že nastat v oblasti bohaté na KS, zatímco nep?ímý kontakt
nastane p?es matrilin-1 v oblasti bohaté na CS. Matrilin m?že fungovat jako most spojující
agrekan s kolagenem II a IV p?es biglykan a dekorin, kte?í tyto kolageny spojují [15].
Obrázek 8  Proteoglykanový agregát [11]
3.3 Výživa kloubní chrupavky
Jak už bylo ???eno na po?átku, kloubní chrupavka postrádá krevní ???išt? a tím pádem je
její výživa velmi složitá a zdlouhavá. Živiny se do kloubní chrupavky mohou dostat dv?ma
zp?soby. První je difúze z kalcifikované ?ásti chrupavky, která t?sn? sousedí s kostí a je
prokrvena. Druhou cestou pro nás mnohem d?ležit?jší, je difúze ze synoviální tekutiny, která
vypl?uje kloubní pouzdro každého kloubu.
Kloubní pouzdro uzavírá dutinu kloubní , odd?luje ji od okolí [1] a spojuje artikulující
kosti po obvodu jejich sty?ných ploch [18]. Kloubní pouzdro má dv? vrstvy. Zevní fibrózní
membránu (stratum fibrosum) a vnit?ní synoviální membránu (stratum synoviale) [1].
Synoviální membrána ohrani?uje uvnit? kloubu kloubní dutinu (cavitas glenoidalis) [18].
Fibrózní membrána je tvo?ena hustým kolagenním vazivem, které je prostoupeno sít?mi
vláken elastických a obsahuje krevní a nervová vlákna. V místech, kde navazuje na kost
??echází v?tšinou na periost kosti [1].  Má p?edevším mechanické funkce, zajiš?ující stabilitu
a pohyblivost kloub? [18].
3.3.1 Synoviální membrána
Je uložena na dutinové stran? kloubního pouzdra, je tvo?ena ?ídkým, siln? cévnatým a
bun??ným vazivem, do n?hož jsou vloženy ?etné tukové bu?ky. Vedle krevních kapilár
obsahuje tato vrstva i cévy lymfatické a ?etná nervová zakon?ení [1]. Membrána nekryje
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kloubní chrupavky ani disky a menisky, pokud jsou p?ítomné [18]. Vazivo synoviální vrstvy
vybíhá na své volné ploše v ?etné výb?žky, zvané klky synoviální (villi articulares) [1].
Obvykle se upíná na kost v t?sné blízkosti kloubních chrupavek a n?kdy lehce p?esahuje i na
jejich povrch. Na vazivovou vrstvu kloubního pouzdra bu? t?sn? naléhá nebo je od n?ho
odd?lena r?zn? silnou vrstvou ?ídkého, subsynoviálního vaziva. U v?tšiny kloub? je
synoviální vrstva odd?lena od fibrózní vrstvy ?ídkým posunlivým vazivem s prom?nlivým
množstvím tukových bun?k [18].
Základ synoviální membrány  tvo?í nesouvislá vrstva plochých až kubických bun?k
vzdálen? p?ipomínající fibroblasty, které nazýváme synovialocyty. Mají ovoidní tvar
s po?etnými mikroklky na povrchu, které vytvá?ejí morfologický p?edpoklad pro aktivní roli
synovialocyt? p?i transportu látek mezi kloubní dutinou a okolní tkání. Synoviální membránu
netvo?í na nitrokloubním povrchu pouze souvislá vrstva bun?k, ale i vrstva kolagenních
vláken. Podle stavby a funk?ních projev? se rozlišují dva hlavní typy synovialocyt? [18].
? Synavialocyty typu A vykazují výraznou fagocytární aktivitu, a plní funkci obranného
systému kloubu [18]. Obsahují velký Golgiho komplex a velké množství lysozom?.
Vyskytují se p?i povrchu synoviální membrány i v hlubších vrstvách [20].
? Synovialocyty typu B jsou hlavním producentem kolagenních a elastických vláken
kloubního pouzdra a amorfní mezibun??né hmoty. Synovialocyty tohoto typu jsou
pom?rn? po?etné v období r?stu kloubu. V dosp?losti již z?ejm? nejsou iniciátory
repara?ních pochod? pouzdra [18]. Ve srovnání s bu?kami typu A jsou zastoupeny
v mnohem menším po?tu a jsou uloženy p?evážn? p?i povrchu synoviální membrány.
Obsahují velké množství endoplazmatického retikula, a proto produkují velké množství
protein? a malé množství lysozom? [20].
Oba typy synovialocyt? produkují hyaluronovou kyselinu. Synovialocyty fagocytují, tvo?í
kolagenní vlákna a mezibun??nou hmotu vazivové vrstvy [18].
3.3.2 Synoviální tekutina
Synoviální tekutina je dialyzátem krevní plazmy [18] a produktem bun?k synoviální
membrány [1]. K dialýze dochází p?es st?nu kapilár, které probíhají t?sn? pod povrchem
synoviální membrány, p?es níž se tekutina dostává do kloubní dutiny. Základní složky
synoviální tekutiny tvo?í filtrát plazmy, kyselina hyaluronová a  bu?ky. Kyselina hayluronová
je produkována synovialocyty a je hlavní složkou synoviální tekutiny. Složení i množství
synoviální tekutiny v kloubu je velmi prom?nlivé. U velkých kloub? kon?etin, jako je
nap?íklad kolenní kloub, se množství tekutiny odhaduje na 2-4 ml a pro jejich složení je
typická p?ítomnost n?kolika tisíc bun?k v 1 mm3. Jde p?edevším o n?které typy bílých krvinek
a o fagocytující bu?ky [18].
Synoviální tekutina je ?irá, nažloutlá a siln? viskózní tekutina [1]. Svými vlastnostmi je
??edur?ená pro základní funkce v kloubu. Zabezpe?uje výživu bezcévných kloubních
chrupavek, zvyšuje a udržuje pružnost chrupavek a snižuje t?ení kloubních ploch, ?ímž
snižuje jejich opot?ebení. Na dobré funkci mazání má hlavní podíl hyaluronová kyselina
obsažena v synoviální tekutin?. Už v roce 1953 Ogston a Stanier poukázali na to, že
koncentrace kyseliny hyaluronové má zna?ný vliv na reologické vlastnosti synoviální tekutiny
[20]. Kyselina hyaluronová tvo?í s bílkovinami synoviální tekutiny obrovské molekulární
komplexy a samotná kyselina tvo?í trojrozm?rné prostorové sít?, které svojí hustotou omezují
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pohyb ostatních látek v roztoku a vytvá?ejí tenký film, odd?lující t?ecí povrchy kloubních
chrupavek. T?ení tak probíhá p?ímo v lubrika?ní vrstv? a kloubní plochy jsou mén? namáhány
[18].
3.4 Izolace a kultivace tká?ových kultur
Tká?ová kultura je obecný název pro bu?ky, tkán? a orgány vyjmuté z ?lov?ka, zví?ete
nebo rostliny, které jsou následn? umíst?né do um?lého prost?edí podporující jejich r?st.
Takové prost?edí je v?tšinou tvo?eno z vhodných sklen?ných nebo plastových kultiva?ních
nádob obsahujících kapalné nebo polokapalné médium, které dodává živiny nezbytné pro
??ežití a r?st. Pokud se zabýváme studiem celých orgán? nebo jejich neporušených ?ástí,
nazývá se tento typ p?stování Orgánová kultura. Jakmile ale dochází k uvoln?ní bun?k z tkán?
??ed nebo b?hem kultivace, nazýváme tento typ bun??ná kultura. A?koliv byly první
živo?išné bu?ky získány už v roce 1907, bylo možné bun??nou kulturu udržet naživu a ?istou
až s nástupem nových objev? a technologií. Prvním byl objev a vývoj antibiotik, která siln?
potla?ují r?zné bakteriální kontaminace. Za druhé to byl vývoj technik, jako nap?. použití
trypsinu na uvoln?ní bun?k z povrchu kultiva?ní nádoby. T?etím d?vodem bylo vytvo?ení
??esn? normovaných, chemicky definovaných kultiva?ních médií, ve kterých bu?ky co
nejp?irozen?ji rostou [23]. Aby bu?ka mohla spokojen? r?st, nesmí být ovliv?ována žádnými
kontaminanty. Roztoky a nádoby p?icházející s bu?kami do kontaktu musí být p?ísn? sterilní
stejn? jako p?ístroje, které p?i práci používáme.
3.4.1 Izolace bun?k
Jde o metody, kterými se bu?ky vyjmou z organismu, dají se do vhodného kultiva?ního
prost?edí, kde se za?nou d?lit a r?st. Takto ošet?ené bu?ky se nazývají primární kultura
(primary culture) [23]. Obecn? m?žeme ?íci, že se dají bu?ky izolovat z tkání dv?ma zp?soby.
Prvním typem je tzv.primární explantát (primar explant), kdy je kousek tkán? vyjmut
z ur?itého orgánu a je umíst?n na kultiva?ní nádobu [22]. Fragment je p?elit a koupán
v r?stovém médiu. Po n?kolika dnech jednotlivé bu?ky putují z tká?ového explantátu ven
(outgrowth), kde se za?nou d?lit a r?st [22, 23].
Druhým zp?sobem je rozložení tkán? kolem bun?k a jejich uvoln?ní do roztoku.
Rozvoln?ní se m?že provád?t mechanickým nebo enzymatickým zp?sobem, který je p?evážn?
používán [22].Tato metoda je nazývána enzymatická disociace a dochází u ní k p?sobení
proteolytických enzym?, zejména trypsinu a kolagenásy, na tká?ové pojivo a jeho
následnému rozložení. Tímto p?sobením se vytvá?í suspenze jednotlivých bun?k, které jsou
pak uloženy na kultiva?ní nádobu s konkrétním médiem podle typu bu?ky [23].
3.4.2 Kultivace bun?k
V této ?ásti si krom? základních metod a technik používaných p?i kultivaci živo?išných
tkání popíšeme, jaké podmínky musíme zajistit, aby kultura rostla, abychom nakonec získali
?istou kolonu bun?k.
Rozlišujeme dva základní typy kultiva?ních systému pro r?st živo?išných bun?k.
Rozd?lujeme je podle schopnosti bu?ky p?ichytávat  se na povrch kultiva?ní nádoby nebo na
schopnosti  voln? plavat v kultiva?ním médiu. Bu?ky rozd?lujeme na tzv. kotvící bu?ky, které
??žou r?st pouze  pokud jsou p?ichyceny k podložce a na tzv.nekotvící bu?ky, které m?žou
??st jak p?ichyceny k podložce, tak voln? v suspenzi. Pokud se bu?ka p?ichytne ke dnu
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nádoby, mluvíme o jednovrstevném kultiva?ním systému (monolayer culture system), pokud
je bu?ka v roztoku, hovo?íme o suspenzním kultiva?ním systému (suspension culture system)
[23].
Jednovrstevné kultury jsou v?tšinou p?stovány ve tká?ových kultiva?ních miskách, T-
lahvích, válcových nádobách nebo víceú?elových talí?ích. Volba nádoby je závislá na po?tu
bun?k, které pot?ebujeme, na povaze kultiva?ních podmínek, na cen? a samoz?ejm? na osobní
zkušenosti s ur?itými nádobami [23].
Suspenzní kultury jsou v?tšinou p?stovány dv?ma zp?soby. První zp?sob je  v magneticky
míchaných nádobách nebo v t?epajících se erlenmeyerových nádobách, kde jsou bu?ky trvale
udrženy v suspenzi. Druhý zp?sob je ve stacionárních kultiva?ních nádobách jako jsou T-
láhve a nádoby, ve který nejsou sice bu?ky rozptýleny, ale také nejsou schopny se pevn?
??ichytit k podložce.
??edm?tem mé diplomové práce jsou chondrocyty, které pat?í do skupiny bun?k
??ichytávajících se ke dnu kultiva?ní nádoby, proto je pro nás zajímavý jednovrstevný
kultiva?ní systém.
3.4.3 Subkultivace
Velmi d?ležitým krokem, který tvo?í p?echodovou ?ást mezi izolací a kultivací je
subkultivace (subculture). Provádí se pokud bu?ky primární kultury vyrostou a zaplní celý
prostor kultiva?ní nádoby [23]. Dochází k soutoku kultury (confluent culture). Bu?ky
zpomalují sv?j r?st a nakonec ho úpln? zastaví [24]. Subkultivace zahrnuje jemné odd?lení
bun?k od povrchu kultiva?ní nádoby, ?ímž vznikne suspenze obsahující jednotlivé bu?ky,
které se následn? mohou spo?ítat [22]. Odd?lení m?žeme provád?t mechanicky, kdy jsou
bu?ky lehce seškrabovány, nebo p?sobením enzym? na proteinové vazby mezi bu?kou a
povrchem. Suspenze bun?k je rozd?lena a umíst?na do nových kultiva?ních nádob, kde se
mohou dále d?lit, r?st a tvo?it sekundární kulturu [22, 24]. Tato kultura znovu vyplní prostor
nádoby a dochází k další subkultivaci. Vzniká terciární kultura, na kterou mohou navazovat
další subkultivace. Tyto opakující se subkultivace pak nazýváme pasážování.
3.4.4 Délka života a r?stový cyklus bu?ky in vitro
??tšina normálních bun??ných linií m?že podstoupit pouze omezený po?et subkultivací
nebo pasážování. T?mto liniím pak ?íkáme omezené bun??né linie (finite cell lines). Po?et
subkultivací je ur?en po?tem zdvojení, které populace podstoupí, než se r?st zastaví kv?li
stárnutí bu?ky. Stárnutí je ur?ováno po?tem vlastních faktor? regulujících bun??ný cyklus a je
doprovázeno zkracováním telomer? na chromosomech. Jakmile telomery dosáhnou kritické
délky, bu?ka už se nem?že dále d?lit. Délka telomer? je udržována enzymem telomerázou.
Její postupné snižování je regulováno u v?tšiny normálních bun?k krom? zárode?ných bun?k.
Díky genovému inženýrství je v dnešní dob? možné p?enést gen, který u zárode?ných bun?k
zajiš?uje dlouhodobé d?lení do normálních smrtelných bun?k, ze kterých se z ?ásti  mohou
stát bu?ky nesmrtelné. Je ale nutné, aby se v normální bu?ce zrušily nebo inaktivovaly geny,
které stárnutí zp?sobují [22].
Každá nov? subkultivovaná bun??ná linie nar?stá do bun??né hustoty, kterou m?la p?ed
subkultivací. Samoz?ejm? je tento r?st limitován stá?ím bun??né linie, jak jsme již diskutovali
výše. Tento proces m?že být dob?e popsán vyhodnocením r?stové k?ivky rozd?lenou na
intervaly (obrázek 9). Ihned po zao?kování vstupují bu?ky do první fáze cyklu-lag fáze.
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V tomto období bu?ka neroste, pouze se regeneruje po p?sobení enzymu použitého na
uvoln?ní bun?k z povrchu misky, rekonstruuje bun??nou kostru, sekretuje matrix pot?ebný
pro p?ichycení k povrchu nádoby a rozprostírá se po podložce, což umož?uje její vstup do
bun??ného cyklu. Tato perioda m?že trvat od n?kolika hodin až do 48 hodin, ale obvykle je to
mezi 12-24 hodinami. Poté vstupují bu?ky do exponenciální fáze - log fáze. B?hem této fáze
se bu?ky zdvojí ve vymezené ?ásti, kterou nazýváme doba zdvojení nebo genera?ní doba
(doubling time). Je charakteristická pro každou bun??nou linii. Když bu?ky zaplní celý
prostor kultiva?ní nádoby a za?nou se ma?kat na sebe, p?estanou se ší?it na povrchu a mohou
dokonce p?erušit i bun??ný cyklus. Bu?ky p?echázejí do stacionární fáze, kde r?st klesá tém??
k nule. N?které bu?ky se mohou diferencovat, ostatní z?stanou v klidové fázi bun??ného
cyklu, ale ponechávají si schopnost r?stu a d?lení. V této fázi se mohou bu?ky subkultivovat,
ale výhodn?jší je subkultivace p?ed stacionární fází, kdy jsou r?stové schopnosti bu?ky vyšší
a zotavovací kratší [22].
Omezení množení ve stacionární fázi je ?áste??? kv?li omezenému ší?ení bun?k p?i vysoké
bun??né hustot? a ?áste??? kv?li vy?erpání r?stových faktor? v médiu p?i vysoké bun??né
koncentraci. P?i vysoké bun??né hustot? dochází ke zm?nám ve tvaru bun?k, jejich povrchu a
extracelulární matrix. Všechny tyto zm?ny mají významný vliv na množení a diferenciaci
bun?k. Dále dochází k omezení zásobování výživy pro bu?ky, díky ?emuž se tvo?í oblasti bez
pot?ebných r?stových faktor?. Kv?li t?mto zm?nám dochází u normálních bun?k k p?erušení
bun??ného cyklu.Vy?erpání pot?ebných živin m?že vést ke smrti bun?k [22].
Obrázek 9  R?stová k?ivka [22]
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3.4.5  Kultiva?ní podmínky
Kultiva?ní podmínky jsou velmi d?ležité, aby bu?ky p?ežily v novém prost?edí. M?ly by
co nejvíce simulovat prost?edí, ze kterého byly vyjmuty. P?i nejmenším to musí být takové
podmínky, které umožní zvyšování po?tu bun?k d?lením, ?ili mitózou. Pokud je prost?edí
opravdu správné a prospívá bu?kám, kultura za?ne projevovat své p?vodní fyziologické a
biochemické funkce, jako je produkce hormon? a enzym? [23]. Tyto projevy souvisí
s pojmem diferenciace bu?ky. Jde o proces, kdy se bu?ka m?ní na specializovanou bu?ku
tkán?. Schopnost bun?k množit se je nezbytnou podmínkou pro r?st kultury, ale na druhé
stran?, m?že nadm?rné množení diferenciaci bun?k znemožnit. Aby došlo k diferenciaci, je
nezbytn? nutné vystoupení bun?k z bun??ného cyklu. To m?že být dosáhnuto odstran?ním
nebo zm?nou r?stového faktoru [22].
Správnost podmínek m?žeme hodnotit podle ?ty? d?ležitých bun??ných charakteristik:
morfologie, intenzita r?stu, krycí schopnost a vyjád?ení specializovaných funkcí. Tyto
charakteristiky jsou poté používány p?i hodnocení experimentálních výsledk?.
Morfologie nebo tvar bun?k je nejleh?í k ur?ení, ale je také nejmén? používaná. Pokud
jsou pozorovány ?asté zm?ny v morfologii bu?ky, je obtížné spojovat tyto zm?ny se špatnými
podmínkami. Pokud pozorujeme neobvyklé p?ipojení bun?k nebo r?st, je to první signál, že
není n?co v po?ádku.
Intenzita r?stu je ur?ována po?ítáním bun?k a jinými metodami na odhadnutí jejich
po?tu. Navrhují se experimenty, aby se ur?ilo, které podmínky jsou pro danou bu?ku nejlepší.
Intenzita r?stu je velmi citlivá na výrazné zm?ny kultiva?ního prost?edí.
Krycí schopnost je testovací metoda, kde je malý po?et bun?k (20 až 200) vložen do
kultiva?ní nádoby a m??í se po?et vytvo?ených kolonií. Procento bun?k tvo?ících kolonie je
mírou p?ežití, zatímco velikost kolonií je míra intenzity r?stu.
Vyjád?ení speciálních funkcí je nejt?žší m??itelná pozorovatelná charakteristika. Jsou k
ní pot?ebné biochemické a imunologické testy. Jestliže bu?ky mohou r?st i v nep?íliš
ideálních podmínkách, pro vyjád?ení specializovaných funkcí vyžadují podmínky tém??
perfektní [23].
3.4.5.1  Kultiva?ní nádoby
Nádoby používané p?i kultivacích jsou nej?ast?ji vyrobeny ze skla, plast? ale mohou být i
z kov? [22]. V dnešní dob? jsou v drtivé v?tšin? používány plastové nádoby r?zných tvar? a
velikostí. Pro bu?ky, které se vážou na povrch nádoby je nutné, aby byl použitý povrch
z materiálu, který je hydrofilní. Jako hlavní plast se používá polystyren, který je ve svém
surovém stavu hydrofobní, a musí se upravit. Povrch je b?hem výrobního procesu vystaven
korónovému výboji nebo plasm? za p?ísných podmínek a tím dochází zabudování atom?
kyslíku do ?et?zce polystyrenu. Tyto úpravy mají za následek hydrofilní povrch s negativními
náboji, které tvo?í vhodný povrch pro p?ipojení bun?k a jejich r?st [27]. Povrch m?že být
pokryt vrstvou pojivových faktor?, jako jsou kolagen, želatin atd., které umož?ují lepší
??ichycení a r?st kultury. Bu?ky se chovají ješt? lépe, pokud  jsou umíst?ny na prodyšném a
porézním materiálu [23].
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3.4.5.2  Kultiva?ní média
Kultiva?ní médium je nejd?ležit?jší faktor p?i vytvá?ení  nejvhodn?jšího prost?edí pro
bu?ky. Dodává bu?kám základní živiny, obsahuje nutné r?stové faktory, reguluje pH média,
udržuje osmotický tlak a poskytuje nutné plyny rozpušt?né v médiu. Výživová ?ást média
obsahuje aminokyseliny, vitamíny, minerály a sacharidy. Tyto látky dovolují bu?kám
vytvá?et nové proteiny a ostatní komponenty nutné pro r?st a funkci a stejn? tak i energii
nezbytnou pro metabolismus.
??stové faktory a hormony pomáhají regulovat a kontrolovat bun??ný r?st a funk?ní
charakteristiky bu?ky. Faktory mohou být do média p?idávány samostatn?, ale ve v?tšin?
??ípadech jsou podávány v podob? r?zných zví?ecích sér. Tvo?í 5-20 % objemu média. Každé
sérum má jiné složení a koncentraci faktor? a díky tomu m?že nastat problém s kontrolou
??stu. Pokud jsou kultivovány normální funk?ní bu?ky známého typu, jsou ?asto séra
nahrazována jednotlivými faktory.
Médium tvo?í tlumící roztok, který udržuje konstantní pH a chrání bu?ky proti náhlé
zm??? pH. Jsou používány bu? CO2-uhli?itanové pufry nebo organické pufry, které udržují
pH v rozmezí 7-7,4 v závislosti na typu bu?ky. P?i použití CO2-uhli?itanového pufru je nutné
regulovat množství CO2 rozpušt?ného v médiu. To je zabezpe?eno dodáváním CO2 do
inkubátoru z bomb p?ipojených na inkubátoru. N?která CO2-uhli?itanové média nevyžadují
??ísun CO2, ale musí být místo prodyšných misek použity ut?sn?né nádoby.
Velmi d?ležitou funkcí média je udržení osmotické tlaku, který pomáhá regulovat tok
hmoty do bu?ky i z bu?ky. Je to kontrolováno p?ídavkem nebo odejmutím solí z média.
Pokud dochází ke zvýšenému vypa?ování z média v otev?ených nádobách, roste tím i
osmotický tlak a m?že dojít k poškození nebo dokonce i ke smrti kultury. Proto je
v inkubátorech nutno udržovat vyšší vlhkost [23].
V dnešní dob? je mnoho výrobc? vyráb?jících r?zné varianty médií. Zákazník si m?že
koupit jak médium se všemi pot?ebnými výživovými látkami v daných koncentracích, tak
také základní médium a dopl?ující látky zvláš?. Médium si m?že míchat sám v r?zných
koncentracích dopl?ujících látek.
3.4.5.3  Kultiva?ní a pomocná za?ízení
Krom? kultiva?ních nádob a médií, které jsou v p?ímém kontaktu s kulturou, jsou nutné i
za?ízení nep?ímo ovliv?ující kulturu a  nezbytné pro udržení životaschopné kultury.
Inkubátor je jedno z nejd?ležit?jších za?ízení p?i živo?išných kultivacích, bez kterého by
se kultivace jen velmi t?žko realizovala [22]. Bu?ky stráví tém?? celou svou existenci práv?
v inkubátoru, který vytvá?í specifické podmínky pro živo?išné kultury. Krom? udržování
konstantní teploty, zajiš?uje inkubátor vlhkost pot?ebnou pro otev?ené kultiva?ní systémy,
plynné prost?edí kolem bun?k a nep?ímo má vliv na pH kultiva?ního média [27]. Teplota
v inkubátoru je upravována na stejnou hodnotu, jako je teplota t?la, ze kterého byly bu?ky
vyjmuty. U v?tšiny savc? jsou to hodnoty mezi 36-37°C [23]. Vlhkost má vliv na stupe?
vypa?ování média v otev?ených kultiva?ních systémech. Proto je udržována na vysokém
stupni a m?že dosahovat až 100 % [22]. Pokud jsou používány CO2-uhli?itanové kultiva?ní
média, je nutné do inkubátoru p?ivád?t CO2,  kterým  se  médium  nasytí.  Stupe? nasycení  je
v rozmezí 2-10% CO2, ale ve v?tšin? literatury je uvád?na hodnota 5% CO2 [23].
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Flowbox neboli laminární box je další velmi d?ležitý nástroj pro úsp?šné zacházení
s živo?išnými kulturami. Je v n?m udržovaný konstantní proud vzduchu, stálá teplota a hlavn?
sterilní prost?edí. Zde se provádí veškeré manipulace s otev?enou kulturou, aby nedošlo
k infikování bun?k. Jsou v n?m p?ipravovány roztoky pot?ebné pro kultivace a manipulaci
s kulturou.
Mikroskop je nezbytný pro kultivování živo?išných bun?k Bez každodenního pozorování
a kontrolování kultury není možné udržet ji v ideálním stavu.U jednovrstvého kultiva?ního
systému jsou bu?ky p?ichyceny na dn? kultiva?ní nádoby a jsou p?elity médiem, je tedy nutný
inverzní mikroskop s okulárem zespodu.
Chladící a mrazící za?ízení rozd?lujeme podle teplot, kterých u nich m?žeme dosáhnout.
Klasická ledni?ka s mrazákem p?estavuje první typ, který m?že pracovat v rozmezí teplot od
+8 do -20°C. Je nutná pro udržování termolabilních roztok? používaných p?i kultivaci, hlavn?
médií, antibiotik a sér. Druhým typem jsou za?ízení, která dosahují teplot hluboko pod -70°C.
Tento typ se používá k zamrazení a uchování již vyp?stované bun??né kultury.
Centrifuga (odst???ovaní za?ízení)  je nutná p?i práci a udržování kultury. P?i každé
subkultivaci je pot?eba bu?ky promýt a odd?lit je následn? od roztoku, což umožní práv?
centrifuga. Pracuje v rozmezí 2000-4000 otá?ek za minutu. P?i rychlejším odst?ed?ní by
mohlo dojít k poškození bun?k a k nežádané sedimentaci látek.
3.4.6  Kontaminace
Kontaminace je nejobecn?jší a nejvážn?jší problém v kultiva?ních systémech. Kultiva?ní
kontaminanty mohou být biologické nebo chemické, viditelné nebo neviditelné, destruktivní
nebo slab? škodlivé, ale v každém p?ípad? ovlivní bu?ky kultury a p?ípadný výzkum na t?chto
bu?kách [25]. Protože udržovat živo?išné bu?ky p?i život? není jednoduché a ani levné, je
smrt a ztráta kultury jenom jeden z hlavních d?vod?, pro? je d?ležité udržovat bu?ky v ?istém
a sterilním prost?edí. Daleko horším následkem jsou výsledky experiment? provád?ných na
kontaminovaných kulturách, aniž by se o dané kontaminaci v???lo. Tímto zp?sobem je
veškerá práce znehodnocena a zbyte?ná.
Kontaminant bun??né kultury m?že být definovaný jako nežádoucí prvek kv?li jeho
nežádoucímu efektu na systém nebo na jeho použití. Zp?sob kontaminace m?žeme rozd?lit na
chemickou a biologickou [25].
3.4.6.1  Chemická kontaminace
Chemický kontaminant je neživá hmota, která má nežádoucí ú?inek na kultiva?ní systém.
Podrobn?jší definice je obtížná, protože i vysoká koncentrace výživových látek je toxická.
V kultiva?ních médiích m?žeme najít v?tšinu chemických kontaminant?, které jsou
obsaženy v ?inidlech a vod?, ze kterých je médium tvo?ené. Dále to mohou být dopl?ující
látky, jako je nap?íklad sérum, které se do médií p?idává. ?inidla by m?la být vysoké kvality a
?istoty a musí být ?ádn? uskladn?ny, aby nedošlo ke zkažení. Výrobce musí médium
??ezkoušet a otestovat, aby bylo vhodné a nezávadné pro kultivace. P?ípadn? ho zhodnotí
samotný pracovník. Chemické prvky se do média dostanou v?tšinou nevhodnou manipulací
??i p?íprav? roztok? nebo odvažováním ?inidel.
Séra byla dlouhou dobu zdrojem jak biologických tak chemických kontaminant?. Ale díky
rozvoji speciálních prov??ovacích program? v?tšiny výrobc? sér, je dnes velmi vzácné najít
toxická séra. I když jsou séra bezpe?ná, jejich nevýhoda je v nerovnom?rném rozd?lení látek
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podporujících r?st a množení kultury. Koncentrace hormon? a r?stových faktor? kolísá mezi
dávkami séra, a v odlišných podílech séra. Sérové proteiny mají schopnost vázat zna?né
množství chemických kontaminant?, speciáln? ionty t?žkých kov?, které p?sobí v systému
menší toxicitou. Odhalení této kontaminace spo?ívá ve vým??? média obsahujícího sérum za
Voda používaná pro p?ípravu médií a umývání sklen?ného nádobí je ?astým zdrojem
chemické kontaminace a proto je kladen d?raz na její kvalitu. Dvakrát nebo t?ikrát destilovaná
voda je považována za dostate??? kvalitní pro p?ípravu médií. Stále víc oblíben?jší jsou
nov?jší ?istící systémy kombinující reversní osmózu, iontom?ni? a ultrafiltraci, které jsou
schopné odstranit stopy kov?, rozpušt?né organické sm?si a endotoxiny. Protože vysoce
vy?išt?ná voda má agresivní rozpoušt?cí charakter, je schopná ze sklen?ného nádobí
vyluhovat toxické kovové ionty a z plast? zm???ovadlo. Voda používaná na vytvo?ení páry
v autoklávu m?že obsahovat p?ím?si, které mohou poté skon?it na nádobí.
Endotoxiny jsou vedlejší produkty gramnegativních bakterií a obsahují lipopolysacharidy.
Obvykle je najdeme ve vod?, séru a u n?kterých kultiva?ních dopl???, které jsou vyráb?ny
mikrobiální fermentací. Mají vliv na r?st, provedení kultur a na významnou prom?nlivost
v experimentálních výsledcích. P?i zkoušce na p?ítomnost endotoxin? v roztoku se používá
lyzát z amébocyt? ostrorepa. Jde o LAL test. Pokud je syrový produkt zpracováván
v aseptickém prost?edí, významn? klesne množství endotoxických kontaminací.
Pokud jsou média skladována ve sklen?ných nebo plastových nádobách, ve kterých byly
??íve uloženy roztoky obsahující ionty t?žkých kov?, organických slou?enin, rozpoušt?del
nebo pesticid?, mohou být významným zdrojem kontaminace. Toxické látky mohou zanechat
rezidua na dn? nebo na ví?ku nádoby adsorpcí nebo absorpcí. Pokud jsou b?hem mycího
procesu jenom ?áste??? odstran?ny, pak se dostanou do kontaktu s médiem a mohou se
vyluhovat.
I když je inkubátor považován za hlavní zdroj biologické kontaminace, je i významným
zdrojem chemické kontaminace. Plynné sm?si, které jsou používány na tvorbu plynného
prost?edí v inkubátoru ?asto obsahují  ne?istoty jako oleje nebo toxické plyny. Dostanou se
tam z plynných bomb, ve kterých z?staly zbytky z p?edchozích náplní. Dalšími zdroji
kontaminace jsou zbytky ne?istot a dezinfek?ních prost?edk? po nedostate?ném umytí
inkubátoru [25].
3.4.6.2  Biologická kontaminace
Kontaminanty m?žeme rozd?lit na dv? skupiny v závislosti na obtížnosti je detekovat.
Mezi organismy snadno odhalitelné pat?í bakterie, plísn? a kvasinky. T?žce rozpoznatelné
kontaminanty zahrnují viry, protozoa, hmyz, mykoplazmata a jiné bun??né linie.
Bakterie, plísn? a kvasinky jsou nalezeny tém?? všude a mohou rychle kolonizovat a
kvést v bohatém a relativn? nechrán?ném prost?edí bun??ných kultur. Kv?li jejich velikosti
jsou tyto mikroby v médiích bez antibiotik celkem lehce detekovány, bu? p?ímým
pozorováním pod mikroskopem nebo jejich vlivem na kulturu projevující se  zm?nou pH,
hustoty nebo odumíráním bun?k. Pokud jsou antibiotika používána v médiu pravideln?, m?že
odolný mikroorganismus pomalu r?st a vytvá?et významný problém. Tyto utajené
kontaminace mohou trvat neur?itou dobu a slab?, ale významn? p?sobí na kulturu a její
chování.
Viry jsou díky svojí extrémn? malé velikosti nejh??e detekovatelné kontaminanty
v kulturách a vyžadují metody, které jsou pro v?tšinu výzkumných laborato?í neproveditelné.
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??žko se odstra?ují z médií, sér a ostatních roztok? biologického p?vodu. Protože viry
vyžadují specifické prost?edí, ze kterého pocházejí, ztrácejí v kulturách jiných druh?
schopnost p?ežívat. Viry zp?sobují cytopatický efekt, což je pomnožení viru v bu?ce a
následné zni?ení bu?ky. Pokud kultura bez zjevných d?vod? hyne, je virus jeden z hlavních
podez?elých. Podobn? utajen? ovliv?uje kulturu i chemický kontaminant nebo mykoplasmata.
Mohou být p?ítomni i všichni tito ?initelé a v tomto p?ípad? je velmi t?žké identifikovat
hlavní d?vod ztráty bun?k.
Protozoa byla identifikována jako kultiva?ní kontaminanty jen náhodou. Zp?sobují
cytopatický efekt podobný jako u vir? a dokáží b?hem pár dní zni?it celou kulturu. Kv?li
jejich pomalému r?stu a podobnosti s kultivovanými bu?kami jsou velmi t?žko detekovány.
Jejich výskyt je velmi vzácný, ale pokud nastane, je velmi vážný.
Bezobratlovci - mouchy, mravenci, šváby, rozto?i a další mohou být jak kontaminanty tak
zdroj kontaminace pro bun??né kultury. Rozši?ují mikroby po celé ploše laborato?e. Nejsou
??žnou p???inou kontaminace, ale musí se kontrolovat jejich p?ítomnost v laboratorních
prostorách [25].
Mykoplazmata jsou nejjednodušší prokaryotní bu?ky a pat?í mezi nejmenší a
nejjednodušší bu?ky v?bec. Strukturáln? jsou tvo?eny pouze plasmatickou membránou,
chromosomem a ribosomy [28]. Mykoplazmata jsou  velmi nep?íjemné kontaminanty, protože
mají schopnost m?nit funkce bun?k, které infikují. Ovliv?ují r?st, metabolismus, morfologii,
vazby, membrány a zp?sobují chromosomální anomálie. Z t?chto d?vod? je jakýkoliv
výzkum na kulturách infikovaných mykoplazmaty považován p?i nejmenším za sporný.
??i základní charakteristiky nám pomohou pochopit, pro? tyto mikroorganismy velmi ochotn?
infikují kultury. Jsou to nejmenším bakteriím podobné mikroorganismy schopné se
replikovat, postrádají bun??nou st?nu a jejich r?stové požadavky jsou náro?né. Bohužel
kultiva?ní média plní dostate??? požadavky pro r?st t?chto mikrob?. Díky malé velikosti a
chyb?jící bun??né st??? se velmi rychle množí do vysoké hustoty bun?k, která není ani
mikroskopem pozorovatelná. Tyto t?i charakteristiky a schopnost m?nit bun??né funkce d?lají
z mykoplazmat  nejvážn?jší, nejrozší?en?jší a zni?ující kontaminanty [25].
3.4.6.3  Zdroje biologické kontaminace
Pokud je naší snahou omezit biologickou kontaminaci, musíme znát povahu
mikroorganismu, ale také odkud se vzal a jak se dostal do kultury.
Neúmyslné použití nesterilního materiálu, médií a roztok? b?hem normálních kultiva?ních
procedur je hlavní zdroj biologické kontaminace. Infikace m?že být zp?sobena nedostate?nou
sterilizací nebo uskladn?ním. Sklen?né nádobí je obvykle ošet?eno v autoklávu nebo
horkovzdušnou sterilizací. Vážné kontaminace se objeví pokud je autokláv nebo
horkovzdušná trouba špatn? udržovaná, pokud jsou tato za?ízení p?epln?na a teplota není
rovnom?rn? rozprost?ena a pokud nejsou velké objemy a hmota dostate??? dlouhou dobu
podrobeny ú?inku teploty. Jednou sterilovaný materiál musí být skladován v prostorách bez
prachu a hmyzu. V chladících za?ízeních musíme dávat pozor, aby nedocházelo ke
kondenzaci na nádobách. Pro udržení sterility materiálu a roztok? je velmi d?ležité používat
aseptické techniky manipulování. Plastové nádoby jsou sterilizovány po zabalení v?tšinou
??sobením gama zá?ení. V?tšina médií, sér a ostatní živo?išné materiály nejsou
sterilizovatelné teplem, ale membránovou filtrací pro odstran?ní biologické kontaminace.
Mikrofiltrace p?es membránu s póry 0,2 ?m bezpe??? odstraní v?tšinu biologického
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materiálu, ale nem?že zaru?it úplné odstran?ní vir? a mykoplazmat. Bezpe?ného odstran?ní
??chto mikrob? se dosáhne, až se roztok nejmén? t?ikrát p?efiltruje p?e membránu 0,1 ?m
nebo menší.
Jedním z nejv?tších zdroj? mikrobiální kontaminace jsou vzdušné ?áste?ky a aerosoly,
které vznikají b?hem manipulace s kulturou. Protože jsou mikrobní ?áste?ky t?žké a docela
velké, voln? padají k zemi a usazují se. Pipetovaní za?ízení, vakuová pumpa, centrifuga,
mícha?ka, ultrazvuk a další mohou svou ?inností vytvá?et velké množství t?žkých
mikrobiálních ?ástic a aerosol?. Dalšími zdroji t?chto ?ástic je personál pracující v laborato?i.
Špinavé oble?ení a zvlášt? pláš? je doslova magnet na prach. Položením špinavého rukávu do
laminárního boxu m?žeme velmi lehce infikovat kulturu, protože prachové ?áste?ky spadnou
do otev?ené misky s kulturou b?hem rutinní subkultivace. Mluvením a kýcháním
produkujeme velké množství aerosol?, které mohou obsahovat mykoplazmata.
Inkubátor je významným zdrojem biologické kontaminace, protože b?hem kultivace je
v n?m udržovaný vysoký stupe? vlhkosti. Špinavé zásobníky vody, police a zbytky médií na
povrchu nádob poskytují vhodné prost?edí pro r?st plísní. V?tráky v inkubátorech poté tyto
organismy rozší?í po celém prost?edí. Transportu kultury z inkubátoru do laminárního boxu
poskytuje p?íležitost pro kontaminaci.
Nehody jsou velmi ?asto p?ehlíženy jako zdroje problém? bun??ných kultur. Nehoda je
definovaná jako nežádoucí nebo neš?astná událost, neúmysln? zp?sobena a vedoucí
k ublížení, poran?ní nebo ztrát? kultury. ?asto dochází k zám??? bun??ných linií, které mají
stejné ozna?ení.To zp?sobí k?ížovou kontaminaci, kdy je k jedné kultu?e p?idána kultura
úpln? jiného druhu a typu [25].
3.4.6.4  Prevence
Bun??né kultury mohou být vedeny a udržovány tak, aby snižovaly frekvenci a vážnost
problému a kontaminace. Pokud laborato?e postrádají základní ?ídící postupy, vede to
k dlouhodobým problém?m s kontaminací.  Základním p?edpokladem je vytvo?ení programu,
který specifikuje nutné pot?eby pro práci s bun??nou kulturou. Zohled?uje minulé problémy a
snaží se zabránit jakékoliv kontaminaci. Pracovníci v laborato?i by m?li d?lat záznamy o
každém problému, který nastane. Problém nemusí být veliký ani významný, ale m?že vést ke
ztrát? kultury. P?i použití základních postup? a technik je kultura dostate??? ochrán?na p?ed
infekcí. Pat?í mezi n? dobré aseptické techniky, omezení nehod, udržování ?isté laborato?e,
pravidelná kontrola prost?edí, zamrazování bun?k a správné používání antibiotik.
Aseptické techniky tvo?í bariéru mezi organismem v prost?edí a kulturou. Existuje mnoho
technik pro udržení aseptické kultury. Technika je správná, pokud zabra?uje kontaminaci
kultury i osoby s ní pracující. Techniky se m?ní podle povahy bun?k, protože každá kultura
vyžaduje jiné pravidla manipulace.
Nehody jsou následkem chyb ?lov?ka, proto musíme brát v potaz lidskou povahu a stres.
Aby k t?mto nehodám nedocházelo, musí každý dodržovat ur?itá pravidla tzn. správn?
ozna?ovat a popisovat roztoky, volit jasné zkratky p?i popisování, vše pe?liv? zaznamenávat,
použít psané protokoly pro p?ípravu médií atd.
Pravidelný úklid v laborato?i má velký vliv na množství a vážnost kontaminací. Snižuje
se množství vzdušných ?áste?ek a aerosol? a to hlavn? kolem inkubátoru a flowboxu.
Pravideln? se stírá podlaha a pracovní povrchy. Inkubátory, které pracují s vysokou vlhkostí
je nutné pravideln???istit a desinfikovat. Vodní lázn? používané na rozmražení zmrzlých sér a
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antibiotik mohou být nebezpe?ným zdrojem infekce, proto je nutné vodu v lázních pravideln?
??nit. Odpadkové koše musí být denn? vyprázdn?ny a odpad bezpe??? vyhozen.
Pravidelná kontrola a sledování materiálu, medií, roztok?, pracovních ploch a hlavn?
kultur p?ed samotným použitím je nejlepší zp?sob jak snížit riziko kontaminace. Bohužel
neexistuje jednotné mikrobiologické médium, na kterém by bylo možné detekovat všechny
typy biologických kontaminant?. P?ístroje sloužící ke sterilizaci nádobí a jiných materiál?
musí být pravideln? kontrolovány a udržovány. Vzorky všech roztok? sterilizovaných
mikrofiltrací by m?ly být testovány na sterilitu a nem?ly by být použity d?íve, než test skon?í.
Standardní mikrobiologické testovací metody na bakterie, plísn?, kvasinky vyžadují umíst?ní
vzorku do n?kolika r?zných bujón? a polotuhých médií a musí být inkubovány p?i 30-37°C
nejmén? 2 týdny. Prošlá bun??ná kultiva?ní média mohou sloužit jako náhrada standardního
mikrobiálního média.
Zmrazování bun?k poskytuje laborato?ím náhradní bu?ky v p?ípad? ztráty kultury.
Dochází k zastavení biologického ?asu a tím jsou bu?ky chrán?ny p?ed charakteristickými
zm?nami, které jsou následkem zm?n prost?edí a v?ku b?hem r?stu. Dlouhodob? udržované
bun??né linie je nutno nejmén? 3-4x m?sí??? testovat kv?li kontaminaci, což je náro?né.
Proto je lepší kulturu každé 3 m?síce nahradit kulturou, která byla zmražená a je ze stejné
dávky isolovaných bun?k. Kultura ur?ená k zamražení by m?la nejmén? 2 týdny r?st v médiu
bez antibiotik. B?hem r?stu se kontroluje její životaschopnost, zajiš?uje sterilita a potvrzuje se
její identita.
Antibiotika musí být používána rozumn?, v takové mí?e, aby byl zajišt?n jejich dostate?ný
??inek. V p?ípad?  p?ehnaného nebo nesprávného použití mohou být nebezpe?né. P?i
správným aseptických technikách nejsou antibiotika nutná. P?i stálém použití antibiotik
dochází k vytvo?ení rezistence v??i b?žným mikrobiálním kontaminant?m. Krom? rezistence
mohou antibiotika zakrývat mykoplazmatickou kontaminaci. Pravd?podobnost, že bude
kultura infikována mykoplazmaty je daleko menší než infekce klasickými mikroby jako jsou
bakterie, plísn? a kvasinky. Pokud nejsou použity antibiotika, infekce klasickými mikroby se
viditeln? projeví už po 24-48 hodinách a kultura je zni?ená. S touto kulturou se zni?í i možná
mykoplazmata, která se neprojeví. P?i použití medií s antibiotiky jsou klasické mikroby
potla?eny, ale utajený r?st mykoplazmat  a jiných skrytých kontaminant? m?že p?etrvávat.
Kultura není zni?ena a je dále používána i se skrytými kontaminanty. V tomto p?ípad? je
zdrojem infekce pro ostatní media a kultury v laborato?i a ovlivní celkové výsledky práce
[25].
3.4.7  Jiné kultiva?ní problémy
Mnoho jiných problém?, a?koli mén? nebezpe?ných a ne tak patrných jako kontaminace
mohou nep?ízniv? ovlivnit kulturu a experimenty na ni provád?né.
Skvrny se mohou tvo?it na okrajích nebo uprost?ed nádob a jsou zp?sobeny p?nou nebo
bublinkami obsaženými v o?kovacím inokulu. A?koli se zdá, že bublinky plavou na povrchu
media, mohou omezit p?ichycení bun?k k povrchu kultiva?ní nádoby. Pe?livým mícháním a
pipetováním se jejich výskytu vyvarujeme.
Nedostate??? promíchané bun??né inokulum s mediem p?i nalévání na kultiva?ní nádobu,
má za následek nerovnom?rné rozmíst?ní, p?ichycení a r?st bun?k. Stejný p?ípad m?že nastat
??hem manipulace s kultiva?ní nádobou, kdy nadm?rný pohyb media vytvá?í st?ižné síly,
které p?sobí na bu?ky.
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Dokonce i malé teplotní rozdíly v inkubátoru mohou zp?sobit problém. Stálé otevírání,
zavírání špatn? izolovaných dve?í inkubátoru má za následek snížení teploty, což se projeví
kondenzací vody na kultiva?ních nádobách v p?ední ?ásti p?ístroje.  P?i výrazném snížení
teploty dochází u t?chto kultur ke snížení intenzity r?stu a jsou náchyln?jší k infekci plísn?mi
a kvasinkami. Pokud dochází k hromad?ní misek v inkubátoru, není teplota rozprost?ena ke
všem miskám stejn? [27].
3.4.8  Využití bun??ných kultur
Bun??né kultury se staly jedním z hlavních nástroj?, které jsou používány v bun??né a
molekulární biologii. Tvo?í modelový systém pro studium základní bun??né biologie a
biochemie, vztah? mezi látkami zp?sobujícími nemoc a bu?kami, vliv? lék? na bu?ky,
procesu a spoušt?ní stárnutí bu?ky a výživových studií. Krom? modelového systému slouží
bun??né kultury k testování toxicity, výzkumu rakoviny, uplatn?ní mají ve virologii,
genetickém inženýrství a ve vývoji a prov??ování lé?iv [23].
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4  EXPERIMENTÁLNÍ ?ÁST
4.1.  Seznam použitých p?ístroj? a chemikálií
4.1.1  Použité p?ístroje
Laminární box – Forma Scientific
Inkubátor  HERAcell – Thermo Scientific
Centrifuga 5810R - Eppendorf
Mikroskop NIKON TS 100
Ledni?ka
Analytické váhy GR-200-EC
Váhy KERN EW
pH metr 766 Calimatic KNICK
Ultrazvuk UCC 4 – Powersonic
Sušárna
Topné hnízdo
Vakuová odparka RVO 200A – INGOS
Automatický analyzátor aminokyselin AAA 400 – INGOS
4.1.2  Použité chemikálie
4.1.2.1  Izolace a kultivace chondrocyt?
DMEM-vysoký obsah glukózy 4,5 g/l +L-glutamin, pyruvát sodný -  PAA
Ham´s F12 nutri?ní médium  -  PAA Laboratories
PBS bez Mg2+ a Ca2+  -  PAA Laboratories
Fetální hov?zí sérum  -  Invitrogen
Penicilin-Streptomycin  -  PAA Laboratories
Kyselina askorbová  -  Sigma Aldrich
Trypsin-EDTA 0,25%  -  Sigma Aldrich
Proteasa typ XIV( aktivita 4jednotky/mg)  -  Sigma Aldrich
Kolagenása typ II ( aktivita 500jednotek/mg)  -  Yakult
BM-cyclin  -  Roche
4.1.2.2  Analýza aminokyselin
Kyselina citrónová monohydrát p.a. -  C6H8O7. 2H2O
Citronan sodný dihydrát p.a. -  C6H5Na3O7.2H2O
Chlorid sodný  -  NaCl
Hydroxid sodný  -  NaOH
Hydroxid sodný 50 % - NaOh
Thiodiglykol  -  C4H10O2S1
Azid sodný  -  NaN3
Kyselina boritá  -  H3BO3
Peroxid vodíku 30%  -  H2O2
Kyselina mraven?í  85% -  CH2O2
Kyselina chlorovodíková 35% -  HCl
Octan sodný trihydrát - C2H3O2Na.3H2O
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Kyselina octová  99% - C2H4O2
            Sm?s C7R reduk?ní roztok - ZMBD CHEMIK s.r.o.
            Standard aminokyselin pro kyselou hydrolýzu 2,5 µmol/l v 0,1 M HCl -
            ZMBD CHEMIK s.r.o.
Standard  –  sirné  aminokyseliny:  kcys  +  mets  2,5  µmol/l  v  0,1  M  HCl,  ZMBD
CHEMIK s.r.o.
            Ninhydrin pro AAA
            Methylcellosolve pro AAA
            L-serin
L-methionon
Seleni?itan sodný pentahydrát p.a.
4.2  Organismus
K experimentu byla použita kolenní kloubní chrupavka z p?ední nohy prasete domácího.
Prase bylo vybráno pro velkou podobnost stavby a biochemie chrupavky s ?lov?kem.
Chrupavka nebyla odebírána ze živého zví?ete, ale z ?erstv? poraženého kusu, kterému se
od?ezalo p?ední koleno. Porážka a u?ezání kolena probíhalo v jatkách LIMUZIN
v Zádve?icích-Raková, okres Zlín.
4.3  Kultiva?ní roztoky a médium
 V následující kapitole si popíšeme p?ípravu roztok? a médií použitých v experimentální
?ásti.
4.3.1  Roztok kyseliny askorbové
??íprava pro 20 ml roztoku kyseliny askorbové o koncentraci 5 mg/ml:
? Do 20 ml destilované a deionizované vody se p?idá 100 mg L-askorbové kyseliny
? ??epe se p?erušovan? dokud se prášek nerozpustí
? Roztok se sterilizuje filtrací p?es 0,2 ?m filtr
4.3.2  Fyziologický roztok
??íprava pro 500 ml roztoku NaCl o koncentraci 0,9 %:
? V 450 ml destilované a deionizované vod? se rozpustí 4,5 g NaCl
? Objem se doplní do 500 ml
? Roztok se sterilizuje filtrací p?es 0,2 ?m membránu
4.3.3  R?stové médium
??íprava pro 500 ml r?stového média:
? Smísí se 220 ml DMEM a 220 ml Ham F12 media
? ??idá se 50 ml fetálního hov?zího séra
? ??idá se 5 ml penicilinu (1000 jednotek/ml) – strepromycinu (10 mg/ml)
? ??idá se 5 ml roztoku kyseliny askorbové
? Roztok se sterilizuje filtrací p?es 0,2 ?m membránu
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V p?ípad? kontaminace mykoplazmaty se p?idává látka BM-cyclin. Skládá se ze dvou
roztok? BM-cyclin1 a BM-cyclin2. První se p?idává do média cyclin1 v koncentraci
maximáln? 10 ?m/ml a nechá se p?sobit 3 dny. Poté se médium s cyclinem1 odstraní a p?idá
se médium obsahující cyclin2 v koncentraci maximáln? 5 ?m/ml a nechá se p?sobit 4 dny.
Tento postup se opakuje 1-2x a poté se cyclin z média vy?adí.
4.3.4  Rozkladné médium 1
? V 50 ml PBS se rozpustí 200 mg proteasy XIV
4.3.5  Rozkladné médium 2
? V 50 ml PBS obsahující proteasu se rozpustí 12,5 mg kolagenásy II
4.4  Metody
4.4.1  Izolace chondrocyt?
K izolaci chondrocyt? byly použity dv? metody, a to enzymatická metoda a metoda
primárního explantátu. Ob? byly provád?ny paraleln?, ve stejných médiích a za stejných
podmínek. Protože bylo vep?ové koleno získáno z jatek v Zádve?icích-Raková a experiment
byl provád?n v Brn? na Léka?ské fakult? Masarykovy Univerzity, bylo nutné koleno ihned po
od?íznutí od t?la dopravit do Brna. Asi 10 minut po zabití zví?ete ?ezník od?ízl p?ední nohu
nad kolenem a ta byla vložena do fyziologického roztoku, obložena ledem a odvezena do
Brna.
4.4.1.1  Enzymatická metoda
Samotné izolaci bun?k p?edchází vypreparování tkán? z organismu. Pomocí nože a
skalpelu byl odkryt kolenní kloub (p?íloha 2, 3, 4). Chrupavka byla opatrn? o?ezána z kloubu
(p?íloha 5) a ihned vkládána do 50 ml rozkládacího média 1 a p?i míchání na magnetické
mícha?ce a teplot? 37°C se nechal enzym p?sobit 1 hodinu. Nedocházelo k viditelnému
rozpoušt?ní chrupavky. Po uplynutí ?asu se p?idalo do rozkladného média 12,5 mg
kolagenásy II a tím vzniklo rozkladné médium 2. Enzym se nechal p?sobit 3 hodiny za
stejných podmínek jako u prvního enzymu. Chrupavka byla viditeln? rozpoušt?na. Poté se
odstranily zbytky nerozpušt?né chrupavky a 10 ml suspenze se p?evedlo do centrifuga?ní
zkumavky a centrifugovalo se p?i 3 000 otá?kách/minutu po dobu 7 minut p?i laboratorní
teplot?. Po uplynutí tohoto ?asu byl supernatant odsát, bu?ky na dn? centrifuga?ní zkumavky
(peletka bun?k) byla rozsuspendovaná v r?stovém médiu a rozlita se na Petriho misku. Bu?ky
se daly inkubovat do inkubátoru p?i teplot? 37°C a obsahem 5 % CO2.
4.4.1.2  Metoda primárního explantátu
Vypreparování chrupavky bylo identické jako u enzymatické metody. Kousky chrupavky
se promyly ve sterilním PBS. Pár kousk? se vložilo na Petriho misku a p?elilo se r?stovým
médiem. Inkubovalo se v inkubátoru p?i teplot? 37°C a obsahu 5 % CO2. Bu?ky se rozr?staly
z fragmentu chrupavky. Po dostate?ném rozrostení bun?k byly kousky chrupavky vyjmuty.
Použil  se  rozkladný  roztok  1,  který  se  nechal  p?sobit  asi  1  hodinu  p?i  míchání  a  teplot?
37°C. Nedocházelo k rozpušt?ní chrupavky, ale pouze k jejímu narušení, což uleh?uje
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rozr?stání bun?k z média. Kousky byly poté omyty v r?stovém médiu a vloženy na Petriho
misku a kultivovány stejným zp?sobem.
4.4.2  Jednovrstevná kultiva?ní metoda
Bu?ky asi po 1-2 dnech po rozlití na Petriho misku vytvo?ily jednovrstevný film bun?k,
pevn? p?ichycených k povrchu misky. Médium bylo m???no po 4-7 dnech a subkultivace se
provád?la až bu?ky zaplnili minimáln? 80-90% plochy misky. Kultura byla každý den
kontrolována. Postup subkultivace byl následující:
? kontrola kultury pod mikroskopem (100x, 200x), zda není p?ítomna kontaminace
? odsátí starého média (likvidace nebo použití k analýze)
? ??idání 5 ml PBS, omytí bun?k a odsátí PBS (není nezbytné)
? ??idání 2-3 ml roztoku Trypsin-EDTA 0,25 % do misky s bu?ka a vrácení na 5 minut
zpátky do inkubátoru. Dochází k uvoln?ní bun?k od povrchu
? k uvoln?ným bu?kám s enzymem v misce se p?idá 2-5 ml r?stového média a suspenze se
??evede do 15 ml centrifuga?ní zkumavky
? centrifuguje se 2200 otá?ek/minutu po dobu 7 minut p?i pokojové teplot?
? opatrn? se odsaje supernatant (likvidace nebo použití k analýze)
? peletka bun?k se rozsuspenduje v 5-10 ml r?stového média p?edeh?átého na 37°C
? po?ítání bun?k v Bürkerov? kom?rce
? pipetuje se 1-2 ml suspenze na novou Petriho misku o pr???ru 6 cm a doplní se
??edeh?átým r?stovým médiem na 5 ml
? vložení misky do inkubátoru ( 37°C, 5 % CO2)
Množství média se v?tšinou ur?uje podle velikosti misky. D?ležitou informací je
minimální množství. Doporu?ované objemy jsou uvedeny v tabulce  1. Samoz?ejm? v?tší
objemy nejsou na škodu.
Tabulka 1 Množství média v Petriho miskách
Petriho misky – pr???r
(mm)
Doporu?ený objem média
(ml)
35 2 – 2,5
60 4 – 6,5
100 10 – 15
150 30 – 45
4.4.3  Po?ítání bun?k – metoda Bürkerovy kom?rky
Bürkerova kom?rka je 0,5 cm silné sklo, na n?mž se nacházejí dva po?ítací prostory. Dna
??chto prostor? jsou pokryta jemnými, velmi p?esnými vrypy. Po?ítací prostor je oproti okolí
snížen o 0,1 mm. Jednotlivými vrypy a tímto snížením je vytvo?en prostor, v n?mž se bu?ky
po?ítají. Po?ítací prostor Bürkerovy kom?rky je rozd?len trojitými vrypy na 9 velkých
?tvercových polí, každé z t?chto polí je dále ?len?no dvojitými vrypy na 16 menších ?tverc?
(obrázek 9). Nejmenší ?tverce jsou tvo?eny pr?se?íky dvojitých vryp? [30].
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Obrázek 9 Po?ítací prostor Bürkerovy kom?rky (mm) [29].
Principem metody po?ítání bun?k v Bürkerov? kom?rce je prosté se?tení všech bun?k
chondrocyt? ve známém objemu. Toto ?íslo se pak vztáhne na referen?ní objem [30].
Chondrocyty byly po?ítány ve ?tvercích o objemu 0,004 mm3 odd?leny dvojitými vrypy.
Plocha ?tverce je 0,2 x 0,2 = 0,04 mm2 = 1/25 mm2. Bu?ky, které leží na hrani?ních ?arách
polí?ek, se po?ítají jen tehdy, jde-li o horní nebo pravou stranu daného polí?ka.
Po?et bun?k v 1 ml suspenze byl vypo?ten podle vztahu:
P
ZCx 1000250 ????
kde x …. po?et mikroorganism? v 1 ml
C …. celkový po?et mikroorganism? ve všech po?ítaných polí?kách
Z …. ?íslo z?ed?ní
P …. po?et polí?ek
4.4.4  Automatický analyzátor aminokyselin – AAA 400
Analyzátor aminokyselin je speciální kompaktní kapalinový chromatograf pro analýzu
aminokyselin a biogenních amin? na ionexové kolon? s postkolonovou derivatizací
ninhydrinem [21].
4.4.4.1  Aminokyseliny
Aminokyseliny (AMK) jsou organické slou?eniny obsahující alespo? jednu karboxylovou
skupinu a dále alespo? jednu primární nebo sekundární aminoskupinu. Aminokyseliny
obsahující sekundární aminoskupinu ozna?ujeme iminokyseliny. Volné aminokyseliny
existují ve form? amfiont? (amfolyt?). Obsahují jak kyselé, tak bazické skupiny. Volný náboj
AMK je tedy v neutrálním prost?edí nulový. Pro každou aminokyselinu existuje ur?itá
hodnota pH, p?i níž má nulový volný náboj. Tato hodnota pH se nazývá isoelektrický bod
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(pI). Nalézáme je ve dvou formách. První tvo?í volné aminokyseliny a druhou aminokyseliny
vázané v bílkovinách. Hydrolýzou bílkovin získáme volné AMK. U ionexové chromatografie
se krom? velikosti a tvaru molekul a hydrofobního efektu uplat?ují p?edevším rozdílné
acidobazické vlastnosti jednotlivých aminokyselin [21].
4.4.4.2  Princip metody
Ionexová chromatografie je technika, p?i níž se složky vzorku reverzibiln? adsorbují na
opa??? nabité skupiny imobilizované na ?ásticích nosi?e. K postupné desorpci jednotlivých
složek, a tím jejich vzájemnému odd?lení, dochází skokovou nebo pr???žnou zm?nou
podmínek, v?tšinou pH, iontové síly a teploty. Analyzátory aminokyselin používají pro nápl?
kolon siln? kyselý katex, tvo?ený porézními a do jisté míry stla?itelnými kuli?kami
sí?ovaného a dostate??? sulfonovaného polystyrenu. Práv? interakce mezi záporn? nabitými
sulfoskupinami a kladn? nabitými aminoskupinami AMK je zásadním prvkem p?i jejich
??lení na kolon?.
Aminokyseliny se vymývají z kolony v po?adí zhruba podle své klesající kyselosti. ?edící
pufr pH = 2,2, ve kterém je vzorek rozpušt?n, dopraví AMK na ?elo kolony. Odtud jsou
prvním, nejkyselejším a nejmén? koncentrovaným pufrem vymyty postupn? aminokyseliny
s nízkými isoelektrickými body. Po zapojení druhého, mén? kyselého a koncentrovan?jšího
pufru, se vymyjí postupn? aminokyseliny s vyššími isoelektrickými body. Tak to pokra?uje se
všemi ?ty?mi pufry. Rovnom?rnému vymývání z kolony se napomáhá zvýšením teploty tam,
kde by byla p?íliš velká mezera mezi jednotlivými aminokyselinami.
4.4.4.3 Základní ?ásti p?ístroje
Základní ?ásti p?ístroje jsou zdroje elu?ních roztok?, zdroj ninhydrinu, dávkova?, pumpy,
??edkolona, kolona, reaktor, detektor a vyhodnocovací za?ízení (PC) se speciálním
programem (CHROMULAN).
Pro stanovení AMK v bílkovinných hydrolyzátech byly použity sodno-citrátové roztoky,
kterými lze stanovit 17 AMK. Pro vlastní chromatografické d?lení se použily  tzv.elu?ní
roztoky, které se d?lí na elu?ní pufry a regenera?ní roztoky. K rozpoušt?ní a ?ed?ní vzork? se
používá tzv.?edící pufr. Navážky pro p?ípravu jednoho litru elu?ních roztok? jsou uvedeny
v tabulce 2.
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Tabulka 2  Navážky pro p?ípravu elu?ních pufr?
Roztok ?edící ?.1 ?.2 ?.3 ?.4 ?.6
pH 2,20 2,70 3,00 4,25 ~8 ~14
Koncentrace Na+ (mol/l) 0,20 0,20 0,20 0,40 1,12 0,20
Koncentrace citronanu (mol/l) 0,067 0,066 0,067 0,067 0,067 -
Kys.citrónová monohydrát (g) 14,00 11,11 10,00 7,53 - -
Citronan sodný dihydrát (g) - 4,04 5,60 9,06 19,6 -
NaCl (g) 11,50 9,29 8,36 18,00 52,60 -
NaOH (g) - - - - - 8,00
Thiodiglykol (ml) 5 2,5 2,5 2,5 - -
Azid sodný (g) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 -
C7R (g) - 0,2 0,2 0,2 0,2 -
Kyselina boritá (g) - - - - 2,05 -
50 % NaOH (ml) - - - - 1,50 -
Pro analýzu hydrolyzát? byla použita sklen?ná ID kolona  s pr???rem 3,7 mm a výškou
sloupce 350 mm. Pln?ná byla ionexem LG ANB se zrn?ním 12 ?m a sít?ním 8 %.
Z r?zných detek?ních systém? kombinovaných s kapalinovou chromatografií aminokyselin
se nejvíce osv???ila detekce fotometrická. Byl použit dvoukanálový fotometr s m??ením
v oblastech 440 a 570 nm. Protože v?tšina AMK neobsahuje p?irozený chromofor, a nelze je
??ímo detekovat v UV/VIS oblasti a tím pádem ani fotometricky, je nutné je p?ed detekcí
derivatizovat, a tak je zviditelnit. Jako post-kolonové  derivatiza?ní ?inidlo byl použit
ninhydrin. S primárními aminoskupinou reaguje za vzniku purpurov? zbarveného komplexu
(Ruhemannova ?erve?) detekovaného v oblasti 570 nm. Sekundární aminoskupina reaguje
s ninhydrinem pon?kud odlišn?, za vzniku žlutého produktu, který je detekován v oblasti 440
nm [21].
Ninhydrinové ?inidlo se p?ipravovalo rozpušt?ním 40 g nynhidrinu v 1500 ml
methylcellosolve (methoxyethanol-MCV) a p?idáním 500 ml acetátového pufru 4 M.
Acetátový pufr 4 M se p?ipravoval rozpušt?ním 544 g octanu sodného trihydrátu v 600 ml
destilované vod? a p?idáním 100 ml koncentrované kyseliny octové.
Aby reakce ninhydrinu s aminokyselinami prob?hla s nejv?tším výt?žkem je nutná
??ítomnost hydrindantinu, který vzniká redukcí ninhydrinu. Hydrindantin zabra?uje vedlejší
reakci, potencionáln? oxidující Ruhemannovu ?erve? na bezbarvý produkt. Redukci
ninhydrinu zajiš?uje reduk?ní ?inidlo C7R obsažené v elu?ních pufrech.
4.4.4.4  P?íprava vzorku
Vázané aminokyseliny je nutné uvolnit z bílkovinného ?et?zce hydrolýzou pomocí 6M
kyseliny chlorovodíkové (HCl) za zvýšené teploty v inertní atmosfé?e. Z hydrolyzátu se HCl
odstraní odpa?ením. Pro p?esné stanovení sirných aminokyselin cysteinu a methioninu je
nutno vzorek oxidovat kyselinou permraven?í, potom teprve hydrolyzovat a sirné
aminokyseliny stanovit jako cysteovou kyselinu a methionin sulfon.
Tímto postupem se dají stanovit tyto aminokyseliny: cystein, methionin, lysin, threonin,
alanin, arginin, kyselina asparagová, kyselina glutamová, glycin, histidin, isoleucin, leucin,
fenylalanin, prolin, serin, tyrosin a valin.
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Tento postup není použitelný na stanovení tryptofanu, protože vzorek musí být rozložen
bazickou hydrolýzou.
4.4.4.4.1  Oxida?ní sm?s
Oxida?ní sm?s použitá k oxidaci sirných aminokyselin byla tvo?ena 30 % peroxidem a 85
% kyselinou mraven?í v pom?ru 1:9. Ve 100 ml kádince se opatrn? smíchaly 4 ml H2O2 a
36 ml 85 % kyseliny mraven?í a sm?s se promíchala sklen?nou ty?inkou. Poté se nechala stát
??i pokojové teplot? 2 hodiny, aby se utvo?ila kyselina permraven?í. P?ed p?idáním roztoku ke
vzorku se sm?s ochladila v ledové lázni a umístila se na 15 minut do lednice. Oxida?ní roztok
se p?ipravoval vždy ?erstvý.
4.4.4.4.2  Oxidativní hydrolýza
Vzorek o objemu 1,5 nebo 2 ml byl 2x p?enesen do 250 ml varné ba?ky s kulatým dnem.
Ke vzorku se p?idalo 5 ml oxida?ní sm?si z lednice a po opatrném promíchání se ba?ka
zašpuntovala, položila do kelímku s ledovou t?íští a vložila do lednice p?i teplot? 0-4 °C na 16
hodin.  Po  této  dob? se  vzorek  vytáhl  z  lednice  a  opatrn? se  p?idal  1  ml  koncentrované
kyseliny chlorovodíkové (HCl), aby se odstranil p?ebytek oxida?ní sm?si a nechal se stát 15
minut. Po vyšum?ní se p?idalo 80 ml hydrolyza?ní kyseliny (6M HCl) a vzorek se
hydrolyzoval 23 hodin pod vzdušným zp?tným chladi?em délky 75 cm v hydrolyza?ním
boxu. Teplota topného hnízda byla nastavena tak, aby vzorek rovnom?rn? mírn? va?il. Po
skon?ení hydrolýzy se chladi? opláchl asi 5 ml destilované vody a ba?ka se nechala voln?
zchládnout na laboratorní teplotu. Celý objem se pak zfiltroval p?es ?ídký filtr typ 289 a první
podíl se nevyléval. Poté se celý objem p?evedl do 250 ml varné ba?ky a odpa?oval se na
rota?ní vakuové odparce p?i teplot? 50°C tém?? dosucha. Odparek se smíchal s 5 ml
destilované vody a op?t odpa?il. Toto se provád?lo celkem t?ikrát. Odparek se p?evedl
kvantitativn? do 25 ml odm?rné ba?ky citronanovým ?edícím pufrem pH = 2,2, doplnil se po
rysku pufrem, zfiltroval se p?es filtra?ní papír typ 290 a vzorek se uložil do lednice. Takto
??ipravený vzorek se použil na stanovení sirných aminokyselin na analyzátoru aminokyselin.
4.4.4.4.3  Kyselá hydrolýza
Vzorek o objemu 1,5 nebo 2 ml byl 2x p?enesen do teflonové hydrolyza?ní nádoby. P?idalo
se 50 ml hydrolyza?ní kyseliny, obsah se probublal dusíkem asi 30 sekund, aby se vypudil
vzduch z nádoby, ta se poté ihned t?sn? uzav?ela a vložila do kovového pouzdra, které se
rovn?ž t?sn? uzav?elo. Nádoba se vzorkem byla poté vložena na 23 hodin do horkovzdušné
sušárny vyh?áté na 110 °C. Po uplynutí ?asu se nádoba s hydrolyzátem opatrn? vyndala ze
sušárny a nechala se voln? chládnout p?i laboratorní teplot? na stole. Po zchladnutí se opatrn?
povolil uzáv?r a nádoba se otev?ela. Obsah se p?evedl trochou destilované vody do 250 ml
varné ba?ky s kulatým dnem a odpa?il se na vakuové odparce p?i 50 °C tém?? dosucha.
K odparku se p?idalo 5 ml destilované vody a znovu se odpa?il. Tento postup se opakoval
celkem dvakrát. Zbytek po odpa?ení se p?evedl ?edícím pufrem pH = 2,2 do 25 ml odm?rné
ba?ky, doplnil se po rysku pufrem, zfiltroval se p?es filtra?ní papír typ 290 a vzorek se uložil
do lednice.
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4.4.4.5  Kalibra?ní standardy
Roztok kalibra?ních standard? používáme k tomu, abychom p?ístroji nastavili ur?itou
koncentraci aminokyselin jako standardní a podle ní potom pom??ovali koncentraci
aminokyselin v neznámých vzorcích.
Zásobní roztoky standard? byly 10x ?ed?ny ?edícím pufrem pH = 2,2 na koncentraci
aminokyselin 250 nmol/ml. Byl p?ipraven standard pro stanovení aminokyselin v kyselém
hydrolyzátu, který obsahoval kyselinu asparágovou, threonin, serin, kyselinu glutámovou,
prolin, glycin, alanin, cystein, valin, methionin, isoleucin, leucin, tyrosin, fernylalanin,
histidin, lysin a arginin. Kalibra?ní standard na stanovení sirných aminokyselin navíc
obsahoval kyselinu cysteovou a methioninsulfon.
Vyhodnocení obsahu aminokyselin bylo provedeno pomocí kalibra?ního standardu
(jednobodová kalibrace).
4.4.4.6  Program CHROMULAN
CHROMULAN je speciální po?íta?ový program, kterým je celý proces analýzy ?ízen a
následn? vyhodnocen.
Pr???h analýzy byl ?ízen podle analytického (elu?ního) programu, pomocí n?hož
analyzátor p?ipraví kolonu, provede nást?ik vzorku, jeho rozd?lení a zaznamená odezvu
detektoru ve form? chromatogramu. Pro hydrolyzáty bílkovin byl použit dlouhý program
(tabulka 3) a pro sirné aminokyseliny krátký program (tabulka 4).
Tabulka 3  Program pro hydrolyzáty bílkovin
?as (min) Teplota kolony(°C) ?íslo pufru Povel
Doba trvání
(min)
0 60 1 Inject 4
4 60 1 Zero 2
6 60 2 None 26
32 60 3 None 14
46 60 4 None 14
60 74 4 None 5
65 74 4 StarEquil 2
67 74 6 None 9
76 74 1 None 5
81 60 1 H2O 5
86 60 1 NHD 1
87 60 1 Load 4
91 60 1 AcqStop 1
92 60 1 None 0
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Tabulka 4  Program pro sirné aminokyseliny
    ?as (min) Teplota kolony(°C) ?íslo pufru Povel
Doba trvání
(min)
0 60 2 Inject 1
1 60 2 Zero 2
3 60 6 StartEquil 5
8 60 2 None 3
11 60 2 Zero 1
12 60 2 None 7
19 60 2 Load 10
29 60 2 AcqStop 1
30 60 2 None 0
Analytický program m?žeme rozd?lit na t?i fáze analýzy : vlastní analýza, regenerace a
stabilizace. P?i každém pokusu o analýzu je nejprve spušt?na regenerace koly (StartEquil),
proto se uvádí, že je to první krok analýzy. Po regeneraci následuje stabilizace kolony pufrem
?.1. Dochází k promývání reaktoru vodou (H2O), k nasátí vzorku (Load) a znovu se zapne
ninhydrin (NHD). Vlastní analýza za?íná nást?ikem (Inject) vzorku na kolonu. Nedlouho po
nást?iku následuje nulování detektoru (Zero).
Zatímco analýza probíhá podle analytického programu, metoda slouží k jejímu
vyhodnocení. Metoda obsahuje tabulku (seznam) píku, které se mohou vyskytnout v daném
typu analýzy. Krom? tabulky obsahuje metoda další parametry, faktory a nástroje k ozna?ení
a výpo?tu pík?, které jsou uloženy v hlavi?ce metody. Vyhodnocením analýzy získáme
chromatogram se správn? ozna?enými píky a tabulku výsledk? [21].
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5  VÝSLEDKY A DISKUSE
5.1 Výb?r vhodné izola?ní metody
Pro izolaci chondrocyt? z kloubní chrupavky byla použita enzymatická metoda a metoda
primárního explantátu. Byly provedeny t?i pokusy izolace, než se poda?ilo izolovat
životaschopnou bun??nou kulturu. Izolace a následná kultivace se provád?la na Léka?ské
fakult? Masarykovy Univerzity v Brn?. Za neúsp?chem prvních dvou pokus? byla
kontaminace.
První pokus provedený 20. 2. 2008 byl testem, zda námi zvolená enzymatická metoda
izolace je použitelná pro izolaci chondrocyt?. P?ílišná pozornost proto nebyla v?nována
sterilit? a aseptickým podmínkám izolace. Vypreparované kousky chrupavky byly vkládány
do 50 ml roztoku PBS. Byl p?idán enzym proteasa typu XIV, který se nechal p?sobit jednu
hodinu p?i 37 °C. Nebyly pozorovány žádné zm?ny ve struktu?e chrupavky. Poté byl p?idán
enzym kolagenása typu II, který se nechal p?sobit 3 hodiny. Enzymy nebyly ošet?eny proti
kontaminaci.  Chrupavka se za?ala voln? rozpoušt?t a po uplynutí této doby byly zhruba 2/3
chrupavky rozpušt?ny. P?sobením kolagenázy další hodinu se kousky chrupavky viditeln?
zcela rozpustily. Byl odebrán vzorek roztoku a pozorován pod mikroskopem p?i 100
násobném zv?tšení (100x). Byly vid?t kousky ne zcela rozpušt?né chrupavky, malé množství
bun?k, ale bohužel také mikrobiální kontaminanty. Bylo odebráno 10 ml roztoku a ten byl
centrifugován p?i 3000 otá?kách/minutu po dobu 7 minut p?i laboratorní teplot?. Supernatant
byl odsán a bu?ky usazené na dn? centrifuga?ní zkumavky (peletka bun?k) a kousky ješt?
nerozpušt?né chrupavky byly rozsuspendovány v r?stovém médiu. Roztok byl rozlit na
Petriho misku a vložen do inkubátoru (37°C, 5 % CO2). Protože byla kontaminace velmi
rozsáhlá, nedokázala ji antibiotika obsažená v r?stovém médiu potla?it. Bu?ky byly sice po
dvou dnech usmrceny, ale pokus byl ?áste??? úsp?šný, protože jsme isolovali živé bu?ky.
??i druhém pokusu provedeném 27. 2. 2008 bylo postupováno u enzymatické metody
stejným zp?sobem jako u prvního pokusu, ale byly dodržovány aseptické podmínky.
Vypreparované kousky chrupavky byly vkládány do sterilního roztoku PBS. Kousky byly
omyty, vytaženy z roztoku PBS a promyty roztokem antibiotik. Následn? byly vloženy do
?erstvého roztoku 50 ml sterilního PBS. Poté byl p?idán enzym proteasa XIV, který byl p?ed
??ídavkem rozpušt?n v malém množství sterilního PBS a filtrován p?es injek?ní mikrofiltr o
velikosti pór? 0,2 ?m, ?ímž byl sterilizován. Enzym se nechal p?sobit jednu hodinu. Po
uplynutí doby byla použita metoda primárního explantátu. Bylo vytaženo n?kolik kousk?
chrupavky, které byly vloženy na  Petriho misku o pr???ru 6 cm, p?elity 5 ml r?stového
média a vloženy do inkubátoru. Ke zbytku chrupavky v PBS byl p?idán enzym kolagenása typ
II a nechal se p?sobit ?ty?i hodiny. Enzym byl také nejd?ív rozpušt?n v malém množství PBS
a filtrován p?es injek?ní mikrofiltr. Po rozpušt?ní chrupavky se odebralo 10 ml roztoku
s bu?kami a centrifugovalo se p?i 2200 otá?kách/minutu po dobu 7 minut p?i laboratorní
teplot?. Supernatant se odsál a peletka bun?k se rozsuspendovala v PBS a op?t se
centrifugovalo. Peletka se poté rozsuspendovala v r?stovém médiu, roztok se rozlil na Petriho
misky a ty se daly inkubovat. Misky byly kontrolovány každý den pod inverzním
mikroskopem, krom? víkendu, což m?lo pravd?podobn? za následek smrt bun??né kultury.
Padlo podez?ení na kontaminaci mykoplazmaty, a proto byl zahájen lé?ebný proces BM-
cyclinem. Bohužel tento zákrok p?išel pozd? a bun??ná kultura kontaminaci mykaplazmaty
nep?ežila.
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Bylo pozorováno, že bu?kám isolovaným s použitím kolagenásy trvalo déle, než se
??izp?sobily prost?edí. Zato bu?kám vyr?stajícím ze št?pu chrupavky se da?ilo velmi dob?e.
??ly p?kný tvar a dob?e se p?ichytávaly k povrchu misky.
??etí pokus se konal 12. 3. 2008 a byla p?i n?m použita další opat?ení zabra?ující
kontaminaci. Povrch kolena byl po každém ?ezu sterilován 99 % ethanolem a byla použita
ústní rouška. Po otev?ení kloubního pouzdra byl ethanol nahrazen sterilním PBS. Kousky
chrupavky byly vkládány do sterilního PBS. Enzymatická metoda a metoda primárního
explantátu byly provedeny stejným zp?sobem jako v druhém pokusu. R?stové médium bylo
ošet?eno BM-cyclinem, aby se zabránilo kontaminaci mykoplazmaty. Pokus byl úsp?šný a
byla isolována ?istá a zdravá bun??ná kultura chondrocyt?. Ta byly kultivovaná na dvou
Petriho miskách o pr???ru 10 cm. Po dvou dnech se bu?ky za?aly p?ichytávat. Po p?ichycení
všech bun?k byla kultura vyfocena (p?íloha 6, 7).
Jako lepší a navíc i levn?jší zp?sob izolace chondrocyt? byla zvolena metoda primárního
explantátu. Protože p?i této metod? na chondrocyty nep?sobil enzym kolagenása, bu?ky
nebyly narušeny a lépe se p?izp?sobovaly novému prost?edí. Pro kultivaci izolovaných bun?k
byla použita jednovrstevná kultiva?ní metoda. Byla vybrána z d?vod? její jednoduchosti a
hlavn? použitelnosti pro náš experiment.
5.2  Sledování vlivu p?idaných látek na syntézu osového proteinu agrekanu
Chondrocyty produkují agrekan extracelulárn? (vn? bun??né membrány), a proto byl
v modelovém systému p?edstavovaném jednovrstevnou kultiva?ní metodou  produkován do
??stového média. Globulární domény osového proteinu agrekanu obsahují zbytky
aminokyseliny cysteinu, které se podílí na tvorb? disulfidických vazeb. Byl vysloven
??edpoklad, že zvyšování obsahu cysteinu v médiu by mohlo mít vliv na zvyšování obsahu
osového proteinu agrekanu v r?stovém médiu. Proto byly p?idávány stimulující látky, které by
mohly syntézu a tím i koncentraci agrekanu v médiu ovlivnit. Analýzy všech vzork? byly
provedeny automatickým analyzátorem aminokyselin AAA 400 ve firm? AGROBAC s.r.o.
na pracovišti Hrobice.
Dv? Petriho misky s bu?kami se nechaly voln? r?st, pouze se m?nilo médium. Až bylo
zapln?no zhruba 70 % plochy každé misky, byla kultura chondrocyt? a média z jedné misky
použity k optimalizaci podmínek stanovení obsahu aminokyselin na analyzátoru AAA 400.
Na misku bylo nalito 23 ml ?erstvého média, po ?ty?ech dnech bylo odsáto a uchováno
k analýze. Na bu?ky se nalilo 9 ml ?erstvého média. Po t?ech dnech bylo médium odsáto a
uchováno k analýze. Bu?ky byly uvoln?ny od povrchu misky trypsinem, p?idalo se 10 ml
??stového média a centrifugovalo se. Peletka bun?k se poté rozsuspendovala v 10
ml r?stového média bez fetálního hov?zího séra (séra). Bu?ky v suspenzi (p?íloha 8) se
po?ítaly v Bürkerov? kom?rce. V bun??né kultu?e bylo napo?ítáno 1,875 · 106 bun?k.
Suspenze bun?k, dva vzorky médií odsátých z kultury a ?erstvé r?stové médiu (se sérem) byly
podrobeny kyselé i oxidativní hydrolýze a analyzovány analyzátorem aminokyselin.
K hydrolýze každého vzorku byly použity 2x 2 ml z každého roztoku (vzorky nap?. 1A a 1B).
Analýza byla zobrazena v podob? chromatogramu, který se vyhodnotil a obsah aminokyseliny
byl po?ítán podle velikosti plochy pod píkem dané aminokyseliny. Obsah aminokyselin v A a
B vzorcích byl pr???rován (tabulka 5).
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Popis vzork? v tabulce 5:
? Vzorek ?.1: ?isté kultiva?ní médium se sérem
? Vzorek ?.2: kultiva?ní médium stáhnuté z bun?k po ?ty?ech dnech
? Vzorek ?.3: kultiva?ní médium stáhnuté z bun?k po t?ech dnech
? Vzorek ?.4: suspenze bun?k v kultiva?ním médiu bez séra (1,875 · 106 bun?k)
Tabulka 5  Obsah aminokyselin v médiích a v bu?kách (g/l)
Vzorek/aminokyseliny ?.1 ?.2 ?.3 ?.4
Asparagová kyselina (Asp) 0,3016 0,4880 0,4485 0,0158
Threonin (Thr) 0,1902 0,2739 0,2475 0,0466
Serin (Ser) 0,1435 0,1843 0,1824 0,0216
Glutamová kyselina (Glu) 0,6892 0,9521 0,8976 0,3431
Prolin (Pro) 0,1988 0,2998 0,2627 0
Glycin (Gly) 0,1034 0,1891 0,1486 0,0229
Alanin (Ala) 0,1817 0,4582 0,3858 0,0065
Valin (Val) 0,2587 0,3386 0,3095 0,0513
Isoleucin (Ile) 0,1383 0,1756 0,1658 0,0523
Leucin (Leu) 0,3355 0,4809 0,4458 0,0585
Tyrosin (Tyr) 0,1867 0,2408 0,2281 0,0954
Fenylalanin (Phe) 0,2152 0,2974 0,278 0,0461
Histidin (His) 0,1055 0,1647 0,1473 0,0152
Lysin (Lys) 0,5163 0,514 0,4726 0,0417
Arginin (Arg) 0,0655 0,287 0,2103 0
Methionin (Met) – sirné 0,033 0,05 0,044 0,0095
Cystein (Cys) – sirné 0,1115 0,184 0,1687 0,0399
Chondrocyty z druhé misky byly použity na experiment s p?ídavkem stimulujících látek do
??stového média. Jako stimulující látky byly použity dv? aminokyseliny L-serin, L-methionin
a seleni?itan sodný pentahydrát. Tyto dv? aminokyseliny byly vybrány, protože jsou to
prekurzory pro tvorbu námi sledované aminokyseliny cysteinu. Seleni?itan sodný pentahydrát
byl vybrán za ú?elem zjistit, zda chondrocyty mohou tvo?it selenocystein. Tento test byl
proveden nad rámec diplomové práce. Výsledky v tabulce 5 nám posloužily k ur?ení
množství stimulujících látek, které byly p?idané do r?stového média. Bun??ná kultura v druhé
misce se nechala r?st až do zapln?ní celé plochy misky. Poté se bu?ky uvolnily z povrchu
misky a rozd?lily se do 12 malých kultiva?ních misek o pr???ru 3,5 cm, které byly
??íslovány. K experimentu bylo použito 10 misek. V t?chto malých miskách se bu?ky
nechaly op?t r?st do tém?? 100 %-ního zapln?ní plochy misky. Takto narostlé bun??né
kultury byly p?ipraveny pro experiment. P?ed p?idáním média obohaceného o stimulující látky
bylo z bun?k v deseti miskách stáhnuto médium po jednom týdnu kultivace. K analýze bylo
použito pouze 5 prvních misek, ostatní sloužily pro p?ípad ztráty kultury nebo chyby p?i
analýze. Tato stažená média spole??? s ?istým médiem bez séra a se sérem byly podrobeny
kyselé a oxidativní hydrolýze a analyzovány analyzátorem. K hydrolýze každého vzorku byly
použity 2x 2 ml z každého roztoku. Analýza byla zobrazena v podob? chromatogramu
(chromatogram 1, 2), který se vyhodnotil a obsah aminokyseliny byl po?ítán podle velikosti
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plochy pod píkem dané aminokyseliny. Obsah aminokyselin v A a B vzorcích byl
pr???rován (tabulka 6).
Popis vzork? v tabulce 6:
? Vzorky ?.1B-5B: kultiva?ní média se sérem stažené z bun?k po jednom týdnu kultivace,
??ed p?ídavkem
? Vzorek ?.13: ?isté kultiva?ní médium se sérem
? Vzorek ?.14: ?isté kultiva?ní médium bez séra
Tabulka 6  Obsah aminokyselin v médiích p?ed p?ídavkem stimulujících látek (g/l)
Vzorek/aminokyseliny ?.1B ?.2B ?.3B ?.4B ?.5B ?.13 ?.14
Asp 0,5264 0,4989 0,5043 0,5051 0,4868 0,4228 0,0164
Thr 0,3084 0,2990 0,3041 0,3027 0,2902 0,2507 0,045
Ser 0,2168 0,2089 0,2161 0,2133 0,2065 0,1890 0,0204
Glu 0,9545 0,9389 0,9480 0,9510 0,9092 0,8506 0,3344
Pro 0,3383 0,3482 0,3390 0,3555 0,3384 0,2618 0
Gly 0,1892 0,1831 0,1847 0,1813 0,1776 0,1351 0,0207
Ala 0,3776 0,3607 0,3679 0,3615 0,3542 0,2453 0
Val 0,4156 0,4013 0,4055 0,4076 0,3919 0,3374 0,0507
Ile 0,1980 0,1938 0,1978 0,1981 0,1902 0,1718 0,0513
Leu 0,5437 0,5240 0,5342 0,5359 0,5144 0,4505 0,567
Tyr 0,2682 0,1969 0,2830 0,2863 0,2763 0,1687 0,251
Phe 0,3252 0,3133 0,3243 0,3187 0,3055 0,2629 0,0297
His 0,1539 0,1549 0,1549 0,1558 0,1513 0,1432 0
Lys 0,5162 0,4901 0,5045 0,4872 0,4744 0,4363 0,0325
Arg 0,2170 0,2641 0,2549 0,2612 0,2522 0,1543 0,1075
Met – sirné 0,0528 0,0524 0,0502 0,0494 0,0520 0,0443 0
Cys – sirné 0,1989 0,2029 0,1881 0,1941 0,1997 0,1699 0
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Chromatogram 1 Vzorek ?.1B (kyselý hydrolyzát) s tabulkou výsledk?
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Chromatogram 2 Vzorek ?.1B (sirné aminokyseliny) s tabulkou výsledk?
K bu?kám v první misce bylo p?idáno 0,05 mg methioninu na 1 ml kultiva?ního média. Do
druhé misky bylo p?idáno 0,1 mg serinu na 1 ml kultiva?ního média. Do t?etí misky bylo
??idáno 0,1 mg serinu a 0,05 mg methioninu na 1 ml kultiva?ního média. Do ?tvrté misky
bylo p?idáno 0,1 mg serinu a 0,09 mg seleni?itanu sodného pentahydrátu na 1 ml kultiva?ního
média. Pátá misky sloužila jako kontrolní. U misek šest až deset se postup opakoval (p?íloha
9, 10). Po jednom týdnu kultivace bylo médiu stáhnuto a uchováno pro analýzu. Bu?ky
z misek byly uvoln?ny do suspenze a centrifugovány. Supernatant byl opatrn? odsát a uložen
pro pozd?jší analýzu. Peletky bun?k se rozsuspendovaly ve 2 ml kultiva?ního média se sérem
a byly po?ítány v  Bürkerov? kom?rce ( tabulka 7). Po spo?ítání byly bu?ky uchovány k
analýze.
Tabulka 7  Po?et bun?k v miskách po p?sobení p?idaných látek jeden týden
Vzorek Po?et bun?k
?.1P 4,375 · 105
?.2P 5,625 · 105
?.3P 5,625 · 105
?.4P 0
?.5P 3,125 · 105
?.6P 6,250 · 105
?.7P  6,875 · 105
?.8P 4,375 · 105
?.9P  0
?.10P 4,375 · 105
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K hydrolýze každého vzorku byly použity 2x 2 ml z každého roztoku. Analýza byla
zobrazena v podob? chromatogramu (chromatogram 3, 4), který se vyhodnotil a obsah
aminokyseliny byl po?ítán podle velikosti plochy pod píkem dané aminokyseliny. Obsah
aminokyselin v A a B vzorcích byl pr???rován (tabulka 8).
Tabulka 8  Obsah aminokyselin ve médiích po p?ídavku stimulujících látek (g/l)
Vzorek/aminokyseliny ?.1P ?.2P ?.3P ?.4P ?.5P
 Asp 0,5386 0,5153 0,5179 0,5072 0,4872
 Thr 0,3092 0,2975 0,2967 0,2918 0,2906
 Ser 0,2253 0,2958 0,2878 0,3059 0,2132
 Glu 0,7454 0,7129 0,6935 0,7349 0,7003
Pro 0,3431 0,3231 0,3094 0,3080 0,3150
Gly 0,1823 0,1829 0,1781 0,1618 0,1712
Ala 0,3427 0,3268 0,3201 0,3030 0,3212
Val 0,4209 0,4082 0,3988 0,4003 0,3894
Ile 0,2019 0,1895 0,1868 0,1985 0,1894
Leu 0,5443 0,5301 0,5178 0,5195 0,5171
Tyr 0,2175 0,1748 0,1808 0,2164 0,2411
Phe 0,3176 0,3095 0,3041 0,2974 0,3129
His 0,1626 0,1552 0,1558 0,1552 0,1552
Lys 0,6143 0,5622 0,5488 0,5723 0,5700
Arg 0,1780 0,1637 0,1503 0,1480 0,1718
Met – sirné 0,0926 0,0498 0,0882 0,0518 0,0518
Cys – sirné 0,2013 0,1886 0,1919 0,1936 0,1925
Srovnáním orienta?ních obsah? aminokyselin z tabulky 6 a tabulky 8 s obsahem AMK
v ?istém  kultiva?ním médiu se sérem bylo zjišt?no, že obsah aminokyselin byl zvýšen. Ve
vzorcích ?.1 a ?.13 ?erstvého kultiva?ního média se sérem byly pozorovány zm?ny v obsahu
aminokyselin. Tyto odchylky byly pravd?podobn? zp?sobeny chybou p?i p?íprav?
kultiva?ního média. Hlavním zdrojem bílkovin v médiu je fetální hov?zí sérum. Pokud je p?i
??íprav? kultiva?ního média nedostate??? prot?epáno, m?že každý odb?r tohoto séra
obsahovat r?zné množství bílkovin, a tím pádem i aminokyselin. P?i srovnání vzork???.1B,
?.2B a ?.3B se vzorky ?.1P, ?.2P a ?.3P  byl obsah sledované aminokyseliny cysteinu zvýšen
ve vzorku 1P a 3P. Ve vzorku 2P byl pozorován pokles této aminokyseliny. Na obsah
cysteinu má podle orienta?ních zjišt?ní pozitivní vliv p?ídavek methioninu. U serinu výsledky
zvýšení nenazna?ují. V t?chto t?ech vzorcích byl sledován významný pokles u kyseliny
glutamové a tyrosinu. V kontrolním vzorku došlo k poklesu cysteinu. Obsah kyseliny
glutamové a tyrosinu v tomto vzorku také poklesl. S p?ihlédnutím ke zm??? v obsahu
kyseliny glutamové, je možné ho považovat za dárce aminoskupiny. Vzorek ?.4P nebyl
diskutován, protože bun??ná kultura po p?ídavku seleni?itanu sodného pentahydrátu
odum?ela. Koncentrace p?idaného seleni?itanu byla pravd?podobn? zvolena nevhodn?.
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Chromatogram 3  Vzorek ?.1P (kyselý hydrolyzát) s tabulkou výsledk?
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Chromatogram 4  Vzorek ?.1P (sirné aminokyseliny) s tabulkou výsledk?
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6  ZÁV?R
Cílem diplomové práce bylo zavedení metody na stanovení osových protein? agrekanu.
Jako modelový systém byla použita bun??ná kultura chondrocyt? získaná z vep?ové  kloubní
chrupavky.
K izolaci chondrocyt? byla použita enzymatická metoda a metoda primárního explantátu.
K dalším pokus? byla vybrána jako šetrn?jší a výhodn?jší metoda primárního explantátu.
Bu?ky izolované touto metodou projevovaly mnohem lepší životaschopnost, která je pro
úsp?šné udržení bun??né kultury velmi d?ležitá. Bu?ky byly kultivovány jednovrstevnou
metodou, která poskytovala velmi dobrý systém pro studium produkce extracelulárního
agrekanu.
Zám?rem práce bylo najít orienta?ní metodu k posouzení produkce bílkovinné ?ásti
agrekanu, proto byly vytipovány n?které aminokyseliny, jejichž stanovení by tento zám?r
mohlo splnit. Vzhledem k rozhodující roli cysteinu v osovém proteinu byla pozornost
zam??ena na tuto aminokyselinu. Sou?asn? ale také na její prekurzory serin a methionin. Byl
sestaven modelový pokus s p?ídavky t?chto aminokyselin a studován jejich vliv na produkci
cysteinu. Na obsah cysteinu má podle orienta?ních zjišt?ní pozitivní vliv p?ídavek
methioninu. P?ídavek serinu zvýšení této aminokyseliny nenazna?uje. Orienta?ní test
s p?ídavkem selenu ve form? seleni?itanu sodného pentahydrátu byl za?azen za ú?elem
zjišt?ní, zda chondrocyty jsou schopny tvo?it selenocystein. Zvolená koncentrace seleni?itanu
byla pravd?podobn? nevhodná, protože došlo k usmrcení bun??né kultury chondrocyt?.
Obsah kyseliny glutamové jako jediné aminokyselin? výrazn? klesal, proto je možné ji
považovat za dárce aminoskupiny v systému.
Sledování obsahu cysteinu by se mohlo stát vhodným modelem k posuzování produkce
osových protein?, což by mohlo být využito v n?kterých medicínských oborech.
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8  SEZNAM SYMBOL?
ECM Extracelulární matrix
GAG Glykosaminoglykan
PG Proteoglykan
LP Spojovací protein
HK Hyaluronová kyselina
GlcNAc N-acetylglukosamin
GalNAc N-acetylgalaktosamin
GlcUA L-glukuronová kyselina
IdUA L-iduronová kyselina
PGA Proteoglykanový agregát
Gal Galaktóza
CS Chondroitinsulfát
KS Keratansulfát
DS Dermatansulfát
HABR Hyaluronová kyselina-spojovací oblast
OP Osový protein
AMK Aminokyselina
Asp Asparagová kyselina
Thr Threonin
Ser Serin
Glu Glutamová kyselina
Pro Prolin
Gly Glycin
Ala Alanin
Val Valin
Ile Isoleucin
Leu Lucin
Tyr tyroxin
Phe Fenilalanin
His Histidin
Lys Lysin
Arg Arginin
Met Methionin
Cys Cystein
Da Dalton (jednotka atomové hmotnosti)
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10  P?ÍLOHY
1 mttllwvfvt lrvitaavtv etsdhdnsls vsipqpsplr vllgtsltip cyfidpmhpv
61 ttapstapla prikwsrvsk ekevvllvat egrvrvnsay qdkvslpnyp aipsdatlev
121 qslrsndsgv yrcevmhgie dseatlevvv kgivfhyrai strytldfdr aqraclqnsa
181 iiatpeqlqa ayedgfhqcd agwladqtvr ypihtpregc ygdkdefpgv rtygirdtne
241 tydvycfaee megevfyats pekftfqeaa necrrlgarl attghvylaw qagmdmcsag
301 wladrsvryp iskarpncgg nllgvrtvyv hanqtgypdp ssrydaicyt gedfvdipen
361 ffgvggeedi tvqtvtwpdm elplprnite geargsvilt vkpifevsps plepeepftf
421 apeigatafa evenetgeat rpwgfptpgl gpataftsed lvvqvtavpg qphlpggvvf
481 hyrpgptrys ltfeeaqqac pgtgaviasp eqlqaayeag yeqcdagwlr dqtvrypivs
541 prtpcvgdkd sspgvrtygv rpstetydvy cfvdrlegev ffatrleqft fqealefces
601 hnatattgql yaawsrgldk cyagwladgs lrypivtprp acggdkpgvr tvylypnqtg
661 lpdplsrhha fcfrgisavp spgeeeggtp tspsgveewi vtqvvpgvaa vpveeettav
721 psgettaile fttepenqte wepaytpvgt splpgilptw pptgaetees tegpsatevp
781 saseepspse vpfpseepsp seepfpsvrp fpsvelfpse epfpskepsp seepsaseep
841 ytpsppepsw telpssgees gapdvsgdft gsgdvsghld fsgqlsgdra sglpsgdlds
901 sgltstvgsg ltvesglpsg deeriewpst ptvgelpsga eilegsasgv gdlsglpsge
961 vletsasgvg dlsglpsgev lettapgved isglpsgevl ettapgvedi sglpsgevle
1021 ttapgvedis glpsgevlet tapgvedisg lpsgevlett apgvedisgl psgevletaa
1081 pgvedisglp sgevletaap gvedisglps gevletaapg vedisglpsg evletaapgv
1141 edisglpsge vletaapgve disglpsgev letaapgved isglpsgevl etaapgvedi
1201 sglpsgevle taapgvedis glpsgevlet aapgvedisg lpsgevleta apgvedisgl
1261 psgevletaa pgvedisglp sgevlettap gveeisglps gevlettapg vdeisglpsg
1321 evlettapgv eeisglpsge vletstsavg dlsglpsgge vleisvsgve disglpsgev
1381 vetsasgied vselpsgegl etsasgvedl srlpsgeevl eisasgfgdl sgvpsggegl
1441 etsasevgtd lsglpsgreg letsasgaed lsglpsgked lvgsasgdld lgklpsgtlg
1501 sgqapetsgl psgfsgeysg vdlgsgppsg lpdfsglpsg fptvslvdst lvevvtasta
1561 selegrgtig isgageisgl psseldisgr asglpsgtel sgqasgspdv sgeipglfgv
1621 sgqpsgfpdt sgetsgvtel sglssgqpgv sgeasgvlyg tsqpfgitdl sgetsgvpdl
1681 sgqpsglpgf sgatsgvpdl vsgttsgsge ssgitfvdts lvevapttfk eeeglgsvel
1741 sglpsgeadl sgksgmvdvs gqfsgtvdss gftsqtpefs glpsgiaevs gessraeigs
1801 slpsgayygs gtpssfptvs lvdrtlvesv tqaptaqeag egpsgilels gahsgapdms
1861 gehsgfldls glqsglieps geppgtpyfs gdfasttnvs gessvamgts geasglpevt
1921 litsefvegv teptisqelg qrppvthtpq lfessgkvst agdisgatpv lpgsgvevss
1981 vpesssetsa ypeagfgasa apeasredsg spdlsettsa fheanlerss glgvsgstlt
2041 fqegeasaap evsgesttts dvgteapglp satptasgdr teisgdlsgh tsqlgvvist
2101 sipesewtqq tqrpaethle iesssllysg eethtvetat sptdasipas pewkresest
2161 aaaparscae epcgagtcke teghviclcp pgytgehcni dqevceegwn kyqghcyrhf
2221 pdretwvdae rrcreqqshl ssivtpeeqe fvnnnaqdyq wiglndrtie gdfrwsdghp
2281 mqfenwrpnq pdnffaaged cvvmiwhekg ewndvpcnyh lpftckkgtv acgeppvveh
2341 artfgqkkdr yeinslvryq ctegfvqrhm ptircqpsgh weepritctd attykrrlqk
 2401 rssrhprrsr pstah
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